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a eliminación de Ornithodoros erraticus de las explotaciones porcinas es muy 
difícil de conseguir mediante los métodos de lucha tradicionales, por la sencilla 
razón de que no es viable hacer llegar a los acaricidas/insecticidas a todos los 
lugares en los que el parásito se encuentra refugiado: cualquier tipo de grieta, fisura o 
agujero existente tanto en el interior de las majadas como en el exterior de las mismas, 
en el campo por donde se mueven los cerdos. De hecho, la dificultad  de la eliminación 
es tal que durante la campaña de erradicación de la peste porcina africana (PPA) la 
medida adoptada por los ganaderos para terminar con la enfermedad fue la de proceder 
al abandono o destrucción de las zahúrdas o majadas infestadas con la garrapata, 
conocimiento que se obtuvo mediante el examen directo de las explotaciones o, 
esencialmente, por serología de los cerdos (Pérez-Sánchez et al., 1994). Aunque la 
medida fue eficaz, sin embargo no cabe calificarla de óptima, entre otros motivos, 
porque como método general de lucha, cabe pensar que sólo es viable bajo 
circunstancias muy especiales como fueron las que se originaron alrededor de una 
enfermedad de tanta trascendencia económica como fue la PPA. 
 
 Por los motivos expuestos, Astigarraga et el. (1995) consideraron que el mejor 
método de lucha frente a O. erraticus y O. moubata podría ser mediante el desarrollo de 
una vacuna, que los autores señalados intentaron con dos tipos de antígenos: con 
extractos solubles de glándulas salivales (SGE-2) y con antígenos ocultos. Con el 
primero de los extractos la posibilidad de obtener una respuesta protectora parecía, en 
principio, muy remota pues los SGE-2 tienen la misma composición que la saliva 
(Baranda et al., 1997) y la respuesta que induce ésta en condiciones naturales carece por 
completo de valor protector (Oleaga-Pérez et al., 1990b). No obstante, se probaron  
pensando en la posibilidad de que administrándolos con unos adyuvantes como los de 
Freund, entonces, quizá, se podría forzar el reconocimiento de los componentes 
antihemostáticos de la saliva, cuya neutralización debería traducirse en una inhibición 
de la toma de sangre. Al contrario que los SGE-2, el uso de los antígenos ocultos 
parecía una vía de seguimiento obligado al ser este tipo de antígenos en los que estaba 
basada la única vacuna existente (al igual que hoy) frente a garrapatas duras, 
concretamente frente a la especie tropical Boophilus microplus. 
 
 En contra de lo esperable, con los SGE-2 se obtuvieron unos buenos resultados y 
ninguno de valor con los antígenos ocultos. Así, con los primeros, y particularmente en 
el caso de O. moubata, se logró una reducción en la cantidad de sangre ingerida (y 
subsiguiente caída en la fecundidad) de hasta un 60-70%, reducción que además fue 
muy uniforme en todos los cerdos vacunados. En el caso de O. erraticus, la inhibición 
de la toma de sangre fue menor y además varió mucho de unos cerdos a otros; no 
obstante los resultados indicaban que la inhibición era posible al haberse logrado, en 
algunos casos, unas caídas en la cantidad de sangre ingerida y en la fecundidad de hasta 
un 50%. Ante estos resultados, Astigarraga et al. (1995) concluyen su trabajo afirmando 
que frente a Ornithodoros los SGE-2 pueden ser unos buenos antígenos vacunales 
mientras que los antígenos ocultos carecen de todo interés, aunque matizan que para que 
pueda considerarse como inequívoca la aseveración anterior sería necesario probar una 
determinada fracción de tubo digestivo que se había desechado (siguiendo el protocolo 
de los autores de la vacuna frente a B. microplus) por considerarse que no contenía más  
L 
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que la “porquería” propia del órgano en cuestión. Puesto que los tubos digestivos se 
habían extraído de ejemplares alimentados -como se obtienen los de B. microplus-, 
lógicamente sus extractos -obtenidos tras un proceso de sonicación- aparentemente no 
eran más que un concentrado de sangre; en consecuencia, los extractos se centrifugaron 
hasta que se obtuvo un sobrenadante claro. Al haberse realizado la centrifugación a 
20.000 g durante una hora, parecía evidente que junto con la porquería se podrían haber 
eliminado también fragmentos de membrana, con sus correspondientes proteínas 
asociadas. Y justamente esas proteínas, en el caso de ser las que exponen los enterocitos 
por su cara luminal, en principio podrían ser las de mayor interés vacunal. 
 
 O. erraticus y O. moubata difieren en muchos aspectos, tanto a nivel anatómico 
como molecular, por lo que con vistas a la obtención de una vacuna, cada especie puede 
requerir el seguimiento de una estrategia particular. Por este motivo nosotros nos hemos 
centrado en la vacuna frente al primero de los argásidos siguiendo dos vías distintas: 
 
Primera. A la vista de los resultados de Astigarraga et al. (1995), intentándola 
con el SGE-2, pero eliminando del mismo aquellos componentes cuyo 
reconocimiento en condiciones naturales -tras picadura de los animales-  no tiene 
ningún valor protector pero que al focalizar la respuesta hacia ellos podrían 
impedir el reconocimiento de los componentes farmacológicamente activos -los 
antihemostáticos- de la saliva. 
 
Segunda. Intentándola con las proteínas de membrana de tubo digestivo, por ser 
previsiblemente esta fracción la no incluida (la desechada) por Astigarraga et al. 
(1995) en sus pruebas sobre el valor vacunal de antígenos ocultos. 
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1. NOTA PREVIA 
 
Hasta la fecha, los únicos trabajos existentes sobre vacunas anti-Ornithodoros, 
salvo uno en el que se utiliza el vitelo de huevos de Ornithodoros moubata como 
antígeno vacunal (Chinzei y Minoura, 1988), los demás no son otros que los llevados a 
cabo en nuestro laboratorio por Astigarraga et al. (1995 y 1997). 
 
Esta situación contrasta fuertemente con la que se observa en el campo de las 
vacunas frente a garrapatas duras (Ixodidae). Acerca de éstas los trabajos son tan 
abundantes que en los últimos años han sido objeto de numerosas revisiones (Wikel et 
al., 1994; Wikel, 1996a, 1996c y 1996d; Brossard & Wikel, 1997; Wikel, 1999a y 
1999b; Willadsen, 1999; Willadsen y Jongejan, 1999). 
 
Puesto que las vacunas anti-Ixódidos se han abordado con los mismos antígenos 
que los utilizados por nosotros frente a Ornithodoros erraticus, en consecuencia en 
nuestra revisión vamos a considerar primero lo conseguido con ellos frente a garrapatas 
duras a fin de que la información sirva como referencia para situar lo conseguido por 
nosotros frente a la especie indicada. 
 
En nuestra revisión también daremos cuenta de las peculiaridades de la respuesta 
inmune frente a garrapatas duras y blandas (Ornithodoros) y de las moléculas salivales 
halladas en unas y en otras, pues sólo a la vista de esas moléculas, de conocimiento muy 
reciente, se pueden explicar los resultados obtenidos hasta ahora con la saliva  como 
antígeno vacunal, a la vez que también pueden explicar algunos aspectos de los 
resultados con antígenos ocultos. 
 
 
2. VACUNAS ANTIGARRAPATAS DURAS UTILIZANDO 
EXTRACTOS DE GLÁNDULAS SALIVALES COMO ANTÍGENO 
VACUNAL 
 
Es ya una observación antigua (Trager, 1939) que algunos animales son capaces 
de desarrollar resistencia a las infestaciones por garrapatas tras uno o varios contactos 
con los parásitos. La resistencia se manifiesta en una reducción en el número de 
ejemplares que consiguen alimentarse, en una caída en la cantidad de sangre ingerida y, 
subsiguientemente, en una caída en la fertilidad de las hembras y viabilidad de los 
huevos (Wikel, 1996a). Lógicamente, tras esta observación numerosos autores (Wikel, 
1981, 1982, 1996a y 1996b; Barnejee et al., 1990; Manohar & Barnejee, 1992; 
Brossard, 1996) intentaron inducir artificialmente esa resistencia mediante la 
vacunación de los animales con diferentes extractos de glándulas salivales. 
 
De los trabajos señalados cabe sacar las siguientes conclusiones: 
 
Primera. Que resulta más fácil la inducción de resistencias en animales de 
laboratorio, con los que no han evolucionado las garrapatas, que en los hospedadores 
naturales de éstas (Wikel, 1996a y 1996b; Wikel & Bergman, 1997; Wikel, 1999b). Así 
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tenemos, por ejemplo, que las cobayas, por vacunación o infestación natural, desarrollan 
resistencia a las infestaciones por Rhipicephalus sanguineus, fenómeno que nunca se 
observa en el perro, su hospedador natural (Ferreira y Silva, 1999). 
 
Segunda. Que no obstante lo anterior, también se observa que aquellas razas de 
animales que han estado sometidas a una fuerte presión evolutiva por las garrapatas 
(caso, por ejemplo, de Bos indicus por Boophilus microplus en países 
tropicales/subtropicales) desarrollan resistencia mucho más fácilmente que aquellas que 
no han evolucionado con las mismas (caso de las razas europeas de Bos taurus con la 
misma garrapata, Boophilus microplus). La resistencia pues, tiene una base genética 
aunque todavía se desconocen cuales son los genes responsables de la misma (Frisch, 
1999). 
 
Tercera. Que la vacunación con extractos de glándulas salivales sólo tiene 
interés en animales capaces de desarrollar resistencia por infestación natural, esto es, 
con la base genética adecuada para desarrollar respuestas inmunes protectoras (Frisch, 
1999; Lee & Opdebeeck, 1999). 
 
Cuarta. Que las bases de la resistencia todavía están poco claras aunque parecen 
estar relacionadas con las siguientes particularidades de la respuesta antigarrapata: 
 
En primer lugar, con el desarrollo de unos intensos infiltrados basofílicos en el 
punto de picadura de la garrapata. Los infiltrados basofílicos son un tipo de reacción de 
hipersensibilidad retardada dependiente de los linfocitos Th1 (Brossard y Wikel, 1997). 
Acerca del modo a través del cual los basófilos pueden afectar negativamente a las 
garrapatas existen varias versiones, comenzando por los estímulos que inducen su 
desgranulación. Algunos autores (Brossard y Wikel, 1997) piensan que ésta, la 
desgranulación, se produce cuando las células en consideración -y los mastocitos-, se 
encuentran sensibilizados por IgE antigarrapata. Indudablemente, este es el 
procedimiento clásico de activación pero en el caso que nos ocupa, supone una 
contradicción: la de compatibilizar las reacciones de hipersensibilidad retardada 
basofílicas que son propias de respuestas Th1, con la presencia de IgE que son propias 
de respuestas Th2 (Parkin & Cohen, 2001). Ante esta contradicción, otros autores 
suponen que la desgranulación podría deberse a enzimas salivales de las garrapatas que 
dañasen la membrana plasmática de las células. Por último, otros suponen que puede 
estar mediada por las anafilotoxinas, sobre todo por C5a, tras una activación del 
complemento mediada por los antígenos parasitarios. 
 
Respecto al modo en que los productos liberados por mastocitos y basófilos 
(histamina, leucotrienos, enzimas, etc.) pueden afectar negativamente a la garrapata, al 
menos para la histamina se han establecido unas acciones claras. Así tenemos que según 
Wikel (1999a), inhibe la salivación de los parásitos y por tanto su alimentación; según 
los mismos autores también puede afectarlas negativamente a través del prurito y 
subsiguiente rascado que induce en los animales. En relación con esta molécula, el 
hecho cierto es que sus niveles en la zona de alimentación de las garrapatas son más 
altos en animales resistentes que en los no resistentes (Wikel, 1996c), y que la 
administración de antagonistas de sus receptores (H1 y H2) disminuye la expresión de 
la resistencia. Aparte de su acción directa sobre las garrapatas (inhibición de la 
salivación al menos en Dermacentor andersoni) es posible que sus acciones 
antigarrapata también se deban al incremento que induce en la permeabilidad vascular, 
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facilitando así la extravasación de anticuerpos, proteínas del complemento y células, al 
punto de alimentación de los parásitos. 
 
Otro mecanismo efector de la inmunidad implicado en el desarrollo de la 
resistencia es el complemento, sobre todo la anafilotoxina C5a, por su acción 
quimiotáctica para monocitos, basófilos y eosinófilos. Según  Wikel (1996a), estos dos 
últimos tipos de leucocitos son ingeridos intactos con la sangre; posteriormente sus 
gránulos se observan en el interior de enterocitos que muestran la membrana dañada y 
otras alteraciones. 
 
La expresión de resistencia también se ha relacionado con las células de 
Langerhams en vista de que su eliminación, mediante el tratamiento de los animales con 
rayos ultravioleta, reduce o impide el desarrollo de resistencias. Lo anterior parece una 
obviedad, pues lógicamente, por el papel que desempeñan estas células como 
presentadoras de antígeno (las más importantes APC) (Banchereau y Steinman, 1998; 
Liu et al., 2001), parece lógico que su eliminación -lo mismo, por ejemplo, que la de los 
linfocitos T o B- afecte a la respuesta antigarrapata.  
 
Por último otros factores implicados en el estado de resistencia deducidos de las 
diferencias en la respuesta frente a Boophilus microplus, observadas entre Bos indicus y 
Bos taurus, es la intensidad de la respuesta. En este sentido, un hecho bien comprobado 
es que los macrófagos de Bos indicus producen mucha más cantidad de IL-1 que los de 
Bos taurus, a la vez que los linfocitos T y B del primero muestran unas tasas de 
proliferación más  altas que los del segundo cuando son estimulados in vitro por 
mitógenos (Wikel, 1996d; Wikel y Bergman, 1997). 
 
El papel de la respuesta humoral se ha estudiado en muchos sistemas aunque 
todavía no se ha establecido de una forma precisa la función de los anticuerpos en el 
desarrollo de la resistencia. En este sentido tenemos que en algunos sistemas (bovinos-
Boophilus decoloratum) existe una correlación negativa entre los títulos de anticuerpos 
(IgG) y resistencia, mientras que en otros (cobaya-Rhipicephalus appendiculatus/ 
Amblyomma americanum; conejo-Haemaphysalis longicornis) se observa el fenómeno 
contrario. En el caso de las dos primeras especies, la resistencia parece estar mediada 
por los anticuerpos frente a unos componentes salivales (de 90 y 20kDa, 
respectivamente) cuya función biológica todavía se desconoce, mientras que en el caso 
de la tercera, la proteína diana es una que muestra homología con el colágeno y que 
forma parte del cemento (Mulenga et al., 1999); la vacunación con esta proteína reduce 
la alimentación de los adultos y causa una mortalidad en larvas y ninfas del 40-56%. 
 
En definitiva, los mecanismos efectores de la resistencia (inducida por 
vacunación con glándulas salivales o por infestación natural) todavía están por 
establecer, previsiblemente porque no existe un modelo universal sino que tales 
mecanismos varían según el hospedador y especie de garrapata implicada (Willadsen y 
Jongejan, 1999). Tal variabilidad es lógica si tenemos en cuenta que cada garrapata 
posee sus propias moléculas inmunomoduladoras, lo que se refleja en algo tan elemental 
como es el papel que desempeñan en la protección las respuestas Th1/Th2. Así tenemos 
que mientras que para unos autores (Wikel et al., 1996b) ese papel está aún por 
establecer, para otros (Ferreira y Silva, 1999) está claro que las protectoras son las 
reacciones de hipersensibilidad retardada, esto es, las Th1, lo que probablemente no 
refleja más que lo que ocurre en el sistema por ellos estudiado. 
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MOLÉCULAS SALIVALES DE LAS GARRAPATAS DURAS 
 
 La composición de la saliva de las garrapatas es muy compleja, presentando 
además el inconveniente para su estudio de que varía en función del tiempo de 
alimentación (Sauer et al., 1995). De ella, las primeras moléculas caracterizadas fueron 
las antihemostáticas. Puesto que estas moléculas pueden ser unas buenas dianas para el 
desarrollo de vacunas, a continuación damos una relación de las halladas hasta la fecha, 
para después considerar a las inmunomoduladoras, cuya misión biológica más 
importante es, previsiblemente, la de evitar que el sistema inmune reconozca a las 
primeras. 
 
MOLÉCULAS ANTIHEMOSTÁTICAS 
 
 En la saliva de las garrapatas duras se han hallado moléculas inhibidoras de 
todos los procesos hemostáticos salvo de la adhesión plaquetaria, lo que probablemente 
se debe -aunque en ninguna revisión se hace referencia al caso- a que no se han 
buscado. En definitiva, hasta la fecha sólo están descritas moléculas inhibidoras, (i), de 
la activación y agregación plaquetaria; (ii), de la cascada de la coagulación; (iii), de la 
vasoconstricción, que los parásitos contrarrestan hasta inducir una vasodilatación. 
 
MOLÉCULAS INHIBIDORAS DE LA FORMACIÓN DEL TROMBO 
PLAQUETARIO Y ANTIVASOCONSTRICTORAS. 
 
 De estas moléculas, las primeras halladas (Ribeiro, 1987a) fueron las apirasas, 
enzimas que hidrolizan el ATP y, sobre todo, el ADP hasta AMP, que no ejerce ninguna 
acción sobre las plaquetas. Las apirasas, aunque son unas de las moléculas más 
comunes en la saliva de ácaros e insectos hematófagos (Champagne y Valenzuela, 
1996), sin embargo en garrapatas duras no tienen una presencia universal pues si bien es 
cierto que están presentes en unas (Ixodes dammini), en otras faltan por completo 
(Amblyomma americanum) (Champagne y Valenzuela, loc cit.). 
 
 Respecto a las inhibidoras de la agregación, hasta la fecha sólo se ha descrito 
una en Dermacentor variabilis; se trata de un pequeño péptido (5 kDa) denominado 
variabilina, que inhibe la agregación al actuar como un antagonista de los receptores 
para el fibrinógeno (gpIIb-IIIa) en la superficie de las plaquetas. A diferencia de la 
disagregina de O. moubata, contiene la secuencia de reconocimiento Arg-Gly-Asp, 
presente en otros miembros de la familia de las disagreginas, aunque, salvo en el detalle 
anterior, la que ahora consideramos muestra muy poca homología con las demás 
(Bowman et al., 1997). 
 
 A la vista de las moléculas halladas en Ornithodoros  para inhibir los procesos 
anteriores (incluida, además, la adhesión plaquetaria), sorprende el escaso número de 
las descritas en garrapatas duras, lo que probablemente se debe a que éstas, en su 
evolución, no han necesitado recurrir al desarrollo de inhibidores específicos de los 
procesos en consideración, al haberse dotado con unos de acciones múltiples y que, 
además, por estar presentes en todos los hospedadores vertebrados, no necesitan 
protegerlos frente al sistema inmunitario. Nos estamos refiriendo a las prostaglandinas, 
que a diferencia de lo que ocurre en los Ornithodoros, en los que están ausentes 
(Astigarraga et al., 1997), hasta la fecha se han hallado (concretamente la PGI2, PGE2, 
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PGD2, PGF2α, PGA2/B2) y además en grandes cantidades (hasta 2200 µg/ml) en la 
saliva de todas las especies investigadas (Ixodes dammini, Amblyomma americanum, 
Hyalomma anatolicum, Boophilus microplus, etc.) (Bowman et al., 1996). Como resulta 
bien conocido, las prostaglandinas previenen la agregación plaquetaria al inducir en las 
propias plaquetas (tras su interacción con los receptores correspondientes) una 
activación de la adenilato-ciclasa, lo que da lugar a un incremento en el AMPc que hace 
a las células en consideración menos sensibles a sus activadores, como el ADP, que 
justo lo que hace es inhibir a la enzima indicada disminuyendo así los niveles del AMPc 
(Brass, 2001b). Concretamente, la prostaciclina (PGI2) es uno de los inhibidores más 
poderosos conocidos, pudiendo incluso desagregar plaquetas ya agregadas (Bowman et 
al., 1997). 
 
 Por otra parte, con la secreción de prostaglandinas, las garrapatas inhiben 
simultáneamente otro mecanismo hemostático al que necesariamente han de enfrentarse 
en el mismo momento en que rompen un vaso sanguíneo con sus apéndices bucales: la 
liberación de endotelinas por las células endoteliales, péptidos que junto con el 
tromboxano A2 y la serotonina que liberan las plaquetas -en nuestro caso, si alguna 
consigue activarse- producen una vasoconstricción que por sí sola impediría la toma de 
sangre o la alargaría mucho más allá del tiempo habitual. Las prostaglandinas 
contrarrestan esa vasoconstricción, induciendo además el fenómeno contrario, 
facilitando así no solo la alimentación sino también y como fenómeno previo a ella, el 
que las garrapatas encuentren/corten un vaso sanguíneo (por la dilatación) pues éstos en 
la dermis no representa más del 5 % del volumen total (Bowman et al., 1996). 
 
 Curiosamente las cantidades en que están presentes las diferentes 
prostaglandinas en las especies estudiadas, varían considerablemente de unas a otras, lo 
que se interpreta como una adaptación a los hospedadores propios de cada una de ellas. 
Así por ejemplo, la PGF2α es la vasodilatadora más potente en ganado vacuno y no en 
vano es la más abundante en Boophilus microplus, que es la garrapata más importante 
de esos animales en países tropicales/subtropicales (Bowman et al., loc. cit.). 
 
 Por último y en relación con los vasodilatadores, tenemos que en las garrapatas 
en consideración sólo se habían citado como tales a las prostaglandinas; sin embargo en 
la actualidad se ha visto que algunas especies (Dermacentor variabilis ) expresan a la 
enzima oxido nítrico sintasa (NOS) en las células que tapizan a los conductos salivales 
por su cara luminal. El óxido nítrico producido dilata a dichos conductos, favoreciendo 
así la salivación pero, previsiblemente, también la alimentación -y con esta finalidad lo 
utilizan los chinches- por sus acciones como vasodilatador e inhibidor de la agregación 
plaquetaria (Bhattacharya et al., 2000). 
 
MOLÉCULAS ANTICOAGULANTES. 
 
 En las más de doce especies estudiadas, en todas se han encontrado moléculas 
inhibidoras del factor X activado (FXa) y de la trombina. La única excepción es 
Dermacentor andersoni, que inhibe a los factores V y VII pero no a los antes indicados 
(Gordon y Allen, 1999a; Stark y James, 1996). Los inhibidores suelen ser péptidos 
pequeños (7-17 kDa), aunque en algunas especies pueden alcanzar los 60-65 kDa como 
son los recientemente descritos en Boophilus microplus y Rhipicephalus appendiculatus  
como inhibidores, respectivamente, del FXa y la trombina (Bowman et al., 1997). La 
misión más importante de estos péptidos parece ser que no es la obvia, esto es, la de 
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evitar la formación del coágulo en el punto de la picadura, sino la de evitar que la 
trombina pueda actuar como activador plaquetario. Como resulta bien conocido, la 
trombina es uno de los inductores más potentes de la agregación plaquetaria (Bowman 
et al., 1997; Grinnell, 1997; Coughlin, 1999; Brass, 2001a), y en la microcirculación -
capilares de la dermis en el caso de las garrapatas- el trombo plaquetario es suficiente, 
por sí solo, para evitar la pérdida de sangre. Puesto que en hematófagos de alimentación 
rápida (ej. mosquitos) también se han hallado inhibidores del FXa y la trombina cuando, 
en principio, no los necesitarían pues terminan de alimentarse antes de que, por la 
cinética de la cascada de la coagulación, dé tiempo a formarse el coágulo de fibrina, en 
consecuencia se piensa que en insectos/ácaros hematófagos, la principal misión de los 
anticoagulantes es la de evitar (inhibición del FXa) que se forme trombina, o si se 
forma, la de inhibirla directamente, para que no pueda ejercer la acción antes indicada. 
 
 En garrapatas, no obstante, los anticoagulantes también se piensa que tienen una 
segunda misión, que sería la de evitar la coagulación de la sangre una vez ingerida para 
que ésta pueda distribuirse uniformemente por los numerosos, largos y estrechos ciegos 
intestinales (Bowman et al., 1997). 
 
MOLÉCULAS INMUNOMODULADORAS/SUPRESORAS. 
 
 A nivel descriptivo, desde hace tiempo se sabe que la saliva de las garrapatas es 
capaz de neutralizar tanto el sistema innato como el específico de defensa, aunque sólo 
recientemente se han empezado a conocer las bases a nivel molecular y, 
simultáneamente, a caracterizar a las moléculas responsables de las diferentes acciones. 
Puesto que en los últimos años han aparecido numerosas revisiones sobre el tema 
(Ribeiro et al., 1987a; Wikel et al., 1994; Wikel, 1996a, 1996c y 1996d; Bowman et al., 
1997; Brossard y Wikel, 1997; Wikel y Bergman, 1997; Barriga, 1999; Wikel, 1999b; 
Gillespie et al., 2000), nosotros en la presente vamos a limitarnos a señalar los puntos 
en los que los parásitos interfieren o modulan el sistema defensivo, siguiendo como 
síntesis de la actuación de éste, el esquema que ofrecen Parkin y Cohen (2001). 
 
 Cuando las garrapatas pican a un hospedador, en un primer contacto, y como es 
lógico, en principio sólo tienen que enfrentarse al sistema inespecífico de defensa, 
aunque por el tiempo que tardan en alimentarse (hasta 12-14 días) cabe pensar que al 
final del periodo de alimentación también tienen que enfrentarse al específico. Aunque 
el papel que desempeña el sistema innato en la defensa frente a microorganismos está 
hoy día bien establecido, así como sus relaciones con el sistema adaptativo (Imler y 
Hoffmann, 2001), sin embargo su papel frente a garrapatas apenas se conoce pues, 
lógicamente, estas no poseen los modelos moleculares asociados a patógenos 
(lipopolisacárido, ácido lipoteicoico, mananos, etc.) que permiten el reconocimiento 
inmediato de éstos a través de los diferentes tipos de TLR (toll-like-receptors) presentes 
en fagocitos y otras células (Beutler y Poltorak, 2001). Por ello, en la relación del 
sistema innato con las garrapatas solamente dos cosas están claras: (i), que al insertar 
sus apéndices bucales (quelíceros e hipostoma) en los tejidos (epidermis y dermis) 
provocan una destrucción tisular que debe traducirse inmediatamente en una reacción 
inflamatoria; (ii), que los apéndices directamente o el cemento que los rodea pueden 
actuar como superficies activadoras del complemento por la vía alternativa. 
 
 Respecto a la reacción inflamatoria, cabe suponer que la destrucción tisular, al ir 
acompañada de una liberación de moléculas por las células rotas, como la HSP70 que es 
Revisión bibliográfica 
 11
reconocida a través de los receptores TLR-2 (Garred, 2001), debería traducirse en una 
activación de los macrófagos (con la producción de las citocinas proinflamatorias IL-1 y 
TNFα) y en la subsiguiente activación del endotelio vascular (expresión de las 
moléculas de adhesión P y E-selectina, etc.) y reclutamiento de leucocitos (neutrófilos, 
etc.) y linfocitos (ej. NK) al lugar de la agresión. Con independencia de que se 
produzcan o no esos infiltrados, lo que sí está claro es que éstos -al menos en un primer 
contacto- no afectan para nada a los parásitos. Acerca del modo en el que las garrapatas 
pueden inhibir o modelar la composición de los infiltrados, lo único que cabe decir en 
estos momentos es que la saliva (o extractos de glándulas salivales) de todas las 
especies estudiadas inhibe poderosamente la activación de los macrófagos 
(Ramachandra y Wikel, 1992) y la quimiotaxis de neutrófilos al punto de la picadura, en 
este caso mediante el secuestro de la IL-8 por proteínas aun no determinadas (Hajnická 
et al., 2001) 
 
Curiosamente y puesto que la composición de la saliva varía a lo largo del 
proceso de alimentación, se ha visto que la tomada en los primeros días inhibe más 
poderosamente la producción de IL-1 que la de TNF, mientras que la tomada en el 
periodo final ejerce la acción inversa, lo que parece indicar que en la inhibición están 
implicadas dos moléculas distintas (Barriga, 1999). 
 
 También, y curiosamente, se ha visto que la saliva de algunas especies (ej. 
Dermacentor reticulatus) reduce fuertemente -al menos in vitro- la actividad 
antitumoral de los linfocitos NK, células que directamente no se ha descrito que ejerzan  
acción alguna frente a las garrapatas, pero que indirectamente pueden afectarlas por su 
capacidad para producir IFNγ, facilitando así el desvío de la respuesta antigarrapata por 
la vía de los Th1 (Wikel, 1999a). 
 
 Acerca de la naturaleza de estas moléculas inhibidoras de la activación de los 
macrófagos o linfocitos NK, en el pasado y de una forma muy genérica se propusieron a 
las prostaglandinas, lo que hoy no se acepta (i), porque la PGE2 no suprime la 
producción de IL-1 y TNFα en los macrófagos; (ii), porque tras la eliminación de las 
prostaglandinas de la saliva de I. dammini, ésta sigue inhibiendo la activación de las 
células antes citadas (Bowman et al., 1996). A la vista de algunos datos recientes, es 
probable que en el fenómeno esté implicada la IL-10 (ver más adelante). 
 
 Respecto al papel del complemento en la respuesta innata frente a garrapatas, se 
sabe que algunas especies lo activan por la vía alternativa, aunque en ningún caso se ha 
establecido si la superficie activadora son los apéndices bucales, el cemento que los 
rodea, o componentes salivales que se fijen, por ejemplo, a los tejidos. Obviamente, el 
complemento, a través de los complejos de ataque a la membrana, no afecta a las 
garrapatas en ningún sentido, pues los apéndices bucales o el cemento son estructuras 
acelulares. Sin embargo, sí puede afectarlas indirectamente por las acciones 
quimiotácticas (por ejemplo para neutrófilos y monocitos) y activadoras (por ejemplo de 
las células endoteliales, mastocitos, basófilos, etc.) de las anafilotoxinas (C3a, C5a). 
Para evitar estas acciones, en la saliva de I. scapularis se ha visto que existe una 
proteína (49 kDa) que inhibe la activación del complemento por la vía que estamos 
considerando al unirse a C3 impidiendo así su hidrólisis por la convertasa 
correspondiente (Ribeiro, 1987b). La especie en cuestión también posee moléculas, una 
de ellas secuenciada y clonada recientemente (Valenzuela et al., 2000), que impiden, in 
vitro, el depósito de C3b sobre superficies activadoras; por último, también posee un 
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análogo de la carboxipeptidasa-N, que desactiva a las anafilotoxinas al eliminarles la 
arginina que éstas poseen en el extremo carboxiterminal (Wikel, 1999b). En estos 
momentos se desconoce, por el escaso número de especies estudiadas, hasta qué punto 
la inhibición del complemento es una estrategia generalizada. Cabe pensar que no lo es 
desde el momento en que se ha visto que existen especies que activan el complemento 
en su propio beneficio. Este es el caso, por ejemplo, de Dermacentor andersoni especie 
en la que se ha encontrado una proteína que hidroliza directamente a C5 con la 
subsiguiente liberación de C5a (Gordon y Allen, 1991b). Hasta la fecha se desconocía el 
beneficio que pudiese obtener la garrapata con esa acción. Hoy, y a la vista de lo que 
ocurre en el shock séptico, cabe pensar que el significado biológico de la liberación 
masiva de C5a es la de inducir un estado de anergia en los neutrófilos, evitando así su 
emigración al punto de picadura, fenómeno que acontece cuando se produce una 
saturación de sus receptores para la anafilotoxina (Czermak et al., 1999). 
 
 Respecto a las relaciones de la garrapata con el sistema específico de defensa, a 
nivel descriptivo se sabe: 
 
(i), que en animales infestados con garrapatas (Dermacentor andersoni, I. 
scapularius, I. ricinus, B. microplus) la respuesta in vitro de sus linfocitos T a 
mitógenos (ConA, PHA, etc.) es hasta un 60-70 % más reducida que la que se 
observa en animales no infestados. 
 
(ii), que la intensidad de la caída anterior es tanto mayor cuanto mayor es la 
dosis infestante (nº de garrapatas por animal). 
 
(iii), que dependiendo del sistema parásito-hospedador, en unos casos se observa 
un incremento en la intensidad de la caída en función del número de 
infestaciones, mientras que en otros se observa el fenómeno contrario, lo que se 
atribuye a una neutralización por anticuerpos de las moléculas 
inmunomoduladoras parasitarias. 
 
(iv), que en animales infestados se registra una caída importante de la respuesta 
humoral frente a antígenos que se administren durante la infestación o hasta 4 
días después de finalizada ésta. 
 
(v), que tanto in vivo como in vitro, la saliva (o extractos salivales) cambia el 
patrón de citocinas producidas por linfocitos T y macrófagos. 
 
 De acuerdo con los datos actuales, algunas de las vías por las cuales los parásitos 
pueden llevar a cabo esas acciones son las siguientes: como resulta bien conocido, las 
moléculas salivales depositadas en la dermis/epidermis son captadas por las células 
dendríticas (CD, células de Langerhams en la epidermis) que se encuentran en los 
tejidos como células inmaduras, estado en el que muestran una gran capacidad para el 
muestreo del medio pero no para activar a los LT. Cuando son estimuladas, emigran a 
los nódulos linfáticos de drenaje, donde maduran (comienzan a expresar moléculas 
MHC-II y moléculas coestimuladoras) para actuar como células presentadoras de 
antígeno a los linfocitos T. Sin entrar en el tema de los subtipos de CD (ver Liu et al., 
2001) un fenómeno hoy bien establecido son los tipos de señales que estimulan a las CD 
a inducir respuestas Th1 o Th2. Así, se sabe que diversas moléculas bacterianas (LPS, 
ADN-CpG no metilados), ARN virales de doble hebra y señales procedentes de los LT 
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(CD40L, IFNγ) inducen a las células en consideración a producir grandes cantidades de 
IL-12 dando así origen a respuestas Th1; por el contrario moléculas como la IL-10, 
TGF-β, PGE2, inducen en ellas la producción de unos niveles muchos más bajos de IL-
12 originando de este modo respuestas Th2 (Bottomly, 1999; Liu, et al., loc. cit.). 
 
 Puesto que la saliva de todas las garrapatas es muy rica en PGE2, los parásitos 
además de utilizarla para otras muchas acciones, también pueden aprovecharla para 
inhibir/modular las respuestas celulares por ser una potente inductora de respuestas Th2 
(Phipps et al., 1991; Roper et al., 1995). 
 
 A la PGE-2 también se le atribuyó en el pasado la acción inhibidora de la saliva 
en la proliferación de los linfocitos T cuando son estimulados por mitógenos, al 
provocar en esas células una caída en la producción de IL-2 (Brossard y Wikel, 1997). 
Pero como pronto se vio en I. scapularius, en este fenómeno desempeñan un papel más 
importante otro tipo de moléculas, acerca de las cuales en principio lo único que estuvo 
claro es que eran de naturaleza proteica. Tras proponer a varias como posibles 
candidatas de la acción (una de 5 kDa más otras de mayor PM), por último, la 
responsable ya ha sido recientemente caracterizada. La proteína en cuestión no inhibe la 
producción de IL-2 sino que se une a ella impidiendo así que pueda interaccionar con 
sus receptores correspondientes (Gillespie et al., 2000). La presencia de ésta proteína 
ligadora de la IL-2 explica por sí sola la causa de otros fenómenos como es, por 
ejemplo, el porqué la saliva inhibe las respuestas T-dependientes frente a antígenos que 
se administran conjuntamente con ella. Lógicamente, la proteína en cuestión no sólo 
suprime la proliferación de linfocitos T, sino que también inhibe la activación de otras 
células que requieren a la citocina para su estimulación. 
 
 Por su hallazgo reciente, todavía se desconoce si el secuestro de la IL-2 es una 
estrategia generalizada en garrapatas. Probablemente no lo es pues existen evidencias de 
que algunas especies (Dermacentor andersoni) inhiben a las respuestas T-dependientes 
mediante proteínas (Da-p36) que actúan a otros niveles, aunque todavía éstos no se han 
determinado (Bergman et al., 2000), mientras que otras (Ixodes ricinus) consiguen el 
mismo objetivo (Kopecky et al., 1999), mediante la inducción de IL-10, una de las 
principales citocinas anti-inflamatorias, que no sólo inhibe la producción de IFNγ, sino 
que además inhibe la maduración de las células dendríticas, evitando así que éstas 
puedan actuar como células presentadoras de antígeno (Banchereau & Steinman, 1998). 
Con esta misma finalidad, inhibición de la maduración de las células dendríticas, las 
garrapatas también pueden utilizar a la PGD2, en vista de que ésta, como se comprobado 
recientemente, inhibe la emigración de las células señaladas a los nódulos linfáticos, 
impidiendo así que puedan actuar como APC (Angeli et al., 2001). 
 
 Aunque mediante el secuestro/inducción de citocinas o, más intrigante aún, 
mediante la inhibición de la transcripción de los genes que las codifican (IL-1, TNF-α, 
oxido nítrico sintasa) (Gwakisa et al., 2001), las garrapatas podrían suprimir las 
respuestas T-dependientes frente a sus componentes salivales, sin embargo en la 
realidad las cosas no son así, como indica el hecho de que sus picaduras siempre van 
acompañadas de una respuesta humoral frente a epítopos T-dependientes, y como es 
lógico, también frente a T-independientes (Wikel et al, 1996a). Cabe pensar, pues, que 
las garrapatas manipulan los niveles de citocinas con la finalidad de disminuir la 
intensidad de la respuesta o para desviarla por la vía (ej. Th2) que menos les afecta. 
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 Respecto a los mecanismos de evasión de la respuesta humoral, el más universal 
parece ser el descubierto por Wang y Nuttall (1994, 1995a y 1995b). Como hemos visto 
a lo largo de la revisión, muchos de los componentes salivales de las garrapatas son de 
naturaleza peptídica, y frente a estos componentes van dirigidos la mayoría de los 
anticuerpos, aunque frente a epítopos irrelevantes a juzgar por la ineficacia de la 
respuesta. El porqué el sistema inmune no reconoce a los dominios de interacción, 
centros activos, etc. de las moléculas salivales es un asunto que está aún por descubrir. 
Pero el hecho cierto es que los anticuerpos, aunque vayan dirigidos frente a epítopos 
irrelevantes, pueden afectar negativamente a los parásitos activando al complemento por 
la vía clásica, opsonizando a las moléculas salivales facilitando así su retirada de la 
cavidad de alimentación por células que expresan los receptores Fc adecuados y, por 
último, si los anticuerpos son de la clase IgE, mediante la inducción de reacciones de 
hipersensibilidad inmediata. 
 
 Las relaciones de la garrapata con el complemento por la vía alternativa ya las 
hemos visto previamente. Curiosamente, en ningún trabajo (que nosotros sepamos) se 
da cuenta del hallazgo de moléculas específicas para inhibirlo por la vía clásica (al 
contrario que por la alternativa). Quizá porque no las necesitan como consecuencia de la 
estrategia desarrollada para librarse de la acción opsonizadora de los anticuerpos, esto 
es, para evitar que los complejos antígeno-anticuerpo sean retirados de la cavidad de 
alimentación, con lo cual las moléculas salivales no quedarían libres para ejercer su 
acción. La estrategia a la que nos estamos refiriendo es la siguiente. Lógicamente, 
cuando las garrapatas comienzan a alimentarse, con la sangre ingieren a los anticuerpos 
presentes en ella. Los anticuerpos ingeridos no los digieren, sino que a través de un 
mecanismo no conocido hasta la fecha, los pasan intactos desde el tubo digestivo a la 
hemolinfa, y es aquí donde les unen a la región Fc unas proteínas conocidas como IGBP 
(de Immunoglobulin G Binding Proteins) (Wang y Nuttall, 1999). Tras la unión los 
devuelven al hospedador a través de las glándulas salivales. Puesto que las IGBP no 
afectan para nada a la región Fab de los anticuerpos, estos se unen inmediatamente 
(previsiblemente, ya según son segregados) a las moléculas salivales correspondientes. 
Obviamente, ahora éstas ya no pueden ser retiradas porque las IGBP impiden el 
contacto de la región Fc con sus receptores, a la vez que bloquean la activación del 
complemento. 
 
 Hasta la fecha se han descrito varias familias de IGBP  (MA, MB, MC) todas 
ellas relacionadas, aunque con afinidades distintas por las IgG de los diferentes 
animales. Curiosamente, se ha visto también que la finalidad de los machos cuando se 
fijan en la proximidad inmediata de la hembra a la que han fecundado, es la de segregar 
IGBP -que poseen en los acinos tipo IV, no presentes en las hembras- en la cavidad de 
alimentación de ésta. De este modo la ayudan a alimentarse al evitar la pérdida de 
moléculas salivales. Las hembras con un macho al lado toman más sangre que las que 
no lo tienen (aunque estén fecundadas). La mayor ingesta se traduce en una mayor 
puesta de huevos. Los machos con su ayuda potencian, pues, la perpetuación de sus 
propios genes (Wang et al., 1998; Rechav y Nuttall, 2000) no sólo al incrementar la 
fertilidad de las hembras, sino también al facilitar que la descendencia llegue a la fase 
reproductora (Rechav y Nuttall, loc. cit.). 
 
 Las IGBP se han encontrado en todas las especies analizadas y todas ellas 
muestran una ligera homología con las proteínas de organismos superiores (ratones y 
personas) conocidas como activadoras del gangliósido GM2, cuya misión es la de actuar 
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en el transporte de glicoesfingolípidos cargados negativamente (Wang y Nuttall, loc. 
cit.). 
 
 Aunque se desconoce si las respuestas antigarrapata en los diferentes 
hospedadores van acompañadas de la síntesis de IgE (aparte de IgM e IgG), de lo que 
no cabe duda es de que éstas sí se inducen, al menos en personas, como avalan los 
shocks anafilácticos que a veces sufren como consecuencia de una picadura (Fernández-
Soto et al., 2001). Si las inducen en personas, en principio no existen motivos para 
pensar que no ocurra lo mismo en animales. Puesto que las reacciones de 
hipersensibilidad inmediata frente a ectoparásitos son consideradas por muchos autores 
como protectoras (Wikel, 1996b, 1999a), en consecuencia, cabría pensar que también lo 
son frente a garrapatas. Pero muy probablemente esto no es así por las moléculas que 
han desarrollado para neutralizar a las que pudiesen afectarlas negativamente de todas 
las que liberan mastocitos y basófilos tras su desgranulación inducida por las IgE. De 
las moléculas liberadas por éstas células muchas, previsiblemente, benefician a los 
parásitos (prostaglandinas, heparina, IL-4, etc). Otras, como la histamina, está claro que 
pueden perjudicarlas. Para evitar éstas acciones negativas, en la saliva al menos de 
Rhipicephalus appendiculatus se ha visto que existe una proteína (HBP) que liga a la 
histamina con una afinidad mayor que la de sus receptores, suprimiendo así las 
reacciones inflamatorias/prurito a las que da lugar (Paesen et al., 1999; Paesen et al., 
2000). De la proteína en cuestión ya se ha obtenido su estructura cristalográfica; se ha 
visto que tiene un pliegue tipo lipocalina, con dos sitios de unión para la histamina. 
Como receptor soluble de la histamina, según los autores del hallazgo, es muy posible 
que pueda tener aplicaciones terapéuticas. 
 
 Aparte de la HBP, que por su hallazgo reciente todavía se desconoce si la poseen 
todas las garrapatas, en la saliva de éstas también se ha encontrado una metalo dipeptidil 
carboxipeptidasa, cuya misión es la de desactivar a la bradicinina, nonapéptido 
mediador del dolor, que incrementa también la permeabilidad vascular, y que se 
produce como consecuencia de la activación del sistema de las cininas tras la rotura 
vascular (causada por los apéndices) o tras la entrada en contacto de los complejos  
HMWK (cininógeno de alto peso molecular) y precalicreína con proteínas del cemento 
que muestran homología con el colágeno (Mulenga et al., 1999). 
 
 En definitiva, y a la vista de las moléculas inmunomoduladoras/supresoras 
presentes en la saliva de las garrapatas, parece lógico que el uso de ésta como antígeno 
vacunal no haya proporcionado resultados relevantes hasta la fecha, pues junto con las 
moléculas cuya neutralización podría inhibir la toma de sangre, también se estaban 
administrando (al utilizarse extractos completos de glándulas salivales) a las primeras. 
 
 Por tanto, para el desarrollo de las vacunas con los antígenos en consideración, 
una estrategia podría ser la de utilizar como únicos antígenos vacunales a las moléculas 
antihemostáticas, cuyo reconocimiento, se supone, que es el que evitan las 
inmunomoduladoras. Wikel (1996b), no obstante, sugiere el desarrollo de vacunas anti-
moléculas supresoras, mediante la vacunación con epítopos sin acción sobre el sistema 
defensivo pero con la particularidad de que su neutralización pueda inhibir la actividad 
inmunomoduladora de la molécula completa. Una ventaja de éstas segundas vacunas, 
podría ser la de servir también como método de lucha frente a los patógenos 
transmitidos por los organismos en consideración. Como han evidenciado numerosos 
autores, la saliva de las garrapatas, por sus propiedades inmunomoduladoras, favorece 
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extraordinariamente el establecimiento de las infecciones de los patógenos que 
transmiten. Entre los estudiados en este sentido están el virus Thogoto, Borrelia 
burgdorferi, Francisella tularensis, Babesia bigemina y Theileria parva (Wikel et al., 
1994; Bowman et al., 1997; Brossard y Wikel, 1997; Wikel, 1999b). Como se ha visto 
recientemente (Kuthejlova et al., 2001) en el caso de I. ricinus-B. afzelii, la saliva de la 
primera, por su acción supresora de la producción de IFNγ e inductora de IL-10 
(derivando así la respuesta por la vía Th2 e inhibiendo simultáneamente la activación de 
los macrófagos y por tanto la producción de radicales tóxicos del oxígeno y óxido 
nítrico), favorece extraordinariamente la transmisión de la espiroqueta (Nuttall et al., 
2000). De tal modo eso es así, que si se neutralizan los mecanismos 
inmunomoduladores de la garrapata las tasas de transmisión (determinadas mediante la 
infección natural de animales) pasan de un 83% a un 5% (Wikel, 1999a) 
 
 Aunque la estrategia propuesta por Wikel pueda ser muy interesante, sin 
embargo -y que nosotros sepamos- todavía nadie la ha abordado, posiblemente por el 
problema de determinar en cada especie el repertorio de sus moléculas 
inmunomoduladoras y, también, porque a la hora de obtener vacunas antigarrapata 
existe en principio una vía más simple, la del uso de antígenos ocultos, de los que 
damos cuenta a continuación. 
 
 
3. VACUNAS ANTI-GARRAPATAS DURAS UTILIZANDO 
ANTÍGENOS OCULTOS 
 
A la vista de la variabilidad de los resultados obtenidos con la saliva como 
antígeno vacunal, numerosos autores comenzaron a trabajar con los denominados 
antígenos ocultos, esto es, con antígenos que en condiciones naturales los parásitos no 
exponen al sistema inmune de los hospedadores pero que pueden ser alcanzados por los 
efectores de la inmunidad si artificialmente se induce una respuesta frente a ellos. 
 
 Frente a garrapatas, los tres principales grupos de antígenos ocultos investigados 
hasta la fecha, son los siguientes: (i), tejidos/órganos internos, distintos del tubo 
digestivo, que en principio pueden ser alcanzados por los anticuerpos en vista de que 
éstos pasan inmodificados desde el tubo digestivo a la hemolinfa; (ii), cultivos primarios 
celulares obtenidos a partir de huevos o fases inmaduras (larvas) y (iii), 
extractos/moléculas de tubo digestivo. 
 
 Con los primeros antígenos (ej. singanglio de B. microplus-ganado vacuno) los 
resultados obtenidos hasta la fecha no han mostrado valor alguno, a pesar de que los 
anticuerpos, como se ha comprobado en varios casos por inmunofluorescencia indirecta, 
alcanzan a sus dianas (Opdebeek, 1994; Wikel et al. 1996a) 
  
Con los segundos, los resultados han sido muy distintos. Así en el caso de A. 
americanum, la vacunación de los animales con 106 células, administradas 
subcutáneamente, sin adyuvantes, en los días 0, 7 y 21, dio lugar a una respuesta que 
redujo en un 74,8 % la cantidad de sangre ingerida por las hembras, causando en ellas 
una mortalidad del 54,6 %. Y, más interesante aún, la vacuna afectó también 
negativamente a D. andersoni, una especie no relacionada con la primera, de cuyas 
larvas se habían obtenido los cultivos celulares (Wikel, 1985).  
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Curiosamente, a pesar de estos resultados, que nosotros sepamos no se han 
vuelto a realizar más pruebas con los antígenos en consideración y, en la antes indicada, 
ni siquiera se llegaron a caracterizar los antígenos responsables de la protección 
cruzada. Probablemente, como dice Wikel (1996a), porque el establecimiento de líneas 
celulares continuas de garrapata requiere mucho esfuerzo, y más si se pretende 
establecer una determinada. 
  
Por el motivo anterior, y quizá también, porque desde el comienzo de la década 
de los años 80 comenzó a redescubrirse (Ackerman et al., 1980) el valor vacunal del 
tubo digestivo (ya puesto en evidencia por Trager, 1939), el hecho cierto es que éste ha 
focalizado en los últimos años la mayoría de los trabajos sobre vacunas antigarrapata.  
  
Utilizando extractos completos del órgano en consideración, o del borde en 
cepillo de los enterocitos, o fracciones del material solubilizable con diversos 
detergentes, se han obtenido respuestas protectoras (ver Wikel, 1996a) frente a A. 
americanum, D. andersoni, B. microplus y, recientemente (Szabo y Bechara, 1997) 
frente a R. sanguineus. La protección se manifiesta en una caída en la cantidad de 
sangre ingerida por las hembras y, por tanto, en su fertilidad; en algunos casos, la 
respuesta incrementa también la mortalidad de los ejemplares. 
  
De todas las especies señaladas, sin duda la más estudiada ha sido B. microplus. 
Frente a esta especie, pronto se vio: (i), que las moléculas responsables de la protección 
se encontraban en la fracción de las solubilizables con detergentes no iónicos (Wong y 
Opdebeek, 1989); (ii) que las moléculas en cuestión también las expresaban las larvas 
(Wong y Opdebeek, 1990); (iii) que, en vacuno, dosis entre los 50-500 µg del extracto 
vacunal daban unos niveles de protección similares (Jackson y Opdebeek, 1989); (iv) 
que la protección estaba relacionada con los niveles de IgG1 en los animales (vacuno),  
pero no con los de IgM/IgG2, lo que a su vez se relacionó con la capacidad de las 
primeras para activar al complemento (Jackson y Opdebeek, 1990); (v), que la 
desglicosilación del extracto vacunal con metaperiodato sódico reducía/eliminaba la 
protección (Lee et al,  1991); (vi) que la protección estaba mediada por un componente 
minoritario del extracto como indicaba el hecho de que de 1,2 kg de garrapatas 
parcialmente alimentadas, sólo se obtuviesen del mismo unos 100 µg (Willadsen et al, 
1988). La molécula fue, finalmente, caracterizada por Willadsen et al. (1989) y es la 
ahora conocida universalmente como Bm86. 
  
La Bm86 es una glicoproteína, con un pI de 5,5, de 650 aminoácidos de los 
cuales 66 son cisteínas, lo  que indica la presencia en ella de un gran número de puentes 
disulfuro. Muestra homología con el precursor del factor de crecimiento epidérmico 
(EGF, epidermal growth factor) aunque carece del centro activo del factor indicado 
(Wikel, 1996b). Se encuentra anclada a la membrana plasmática de los enterocitos por 
un enlace GPI (Glycosyl-Phosphatidil-Inositol anchor) (Willadsen, 1997), y aunque no 
se ha hecho un seguimiento de la cinética de su expresión, se sabe que está presente en 
ejemplares parcialmente alimentados que son, por tanto, los que se utilizan como fuente 
para su obtención. Interviene en la endocitosis de la sangre -cuya digestión, en 
garrapatas, es intracelular- y los anticuerpos frente a ella, según algunos autores se 
limitan a bloquear ese proceso (Wikel et al., 1996a) mientras que según otros 
(Willadsen, 1997) lisan también a los enterocitos a través del complemento, lo que da 
lugar a que el material ingerido (sangre) pase a la hemolinfa. 
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 El gen que codifica a la Bm86 se clonó, primero, en Escherichia coli, pero la 
protección dada por la proteína recombinante fue menor que la de la proteína nativa 
(Rand et al, 1989). Y así tenemos que si con esta segunda se obtenían unos porcentajes 
de reducción del número de ejemplares que conseguían alimentarse del 61-70 % y una 
caída en la fertilidad  de los mismos del 91-93 %, con la primera ambos parámetros se 
redujeron a un 24-27 % y 70-89 %, respectivamente (Wikel, 1996a). Posteriormente se 
ha obtenido en otros sistemas de expresión, como Aspergillus sp, Baculovirus-células de 
insecto y , por último, en la levadura Pichia pastoris (Lee y Opdebeeck, 1999) en los 
que la proteína, al estar ya glicosilada -aunque muy improbablemente, como la proteína 
nativa- (Willadsen, 1999), proporciona unos niveles más altos de protección. 
  
La primera vacuna basada en la Bm86 se comercializó en Australia, en 1994, 
como TickGARD (Biotech, Australia); en 1996, se volvió a registrar, mejorada, como 
TickGARD Plus que induce unos títulos de anticuerpos de 2 a 3 veces más altos que la 
primera, por lo que tiene una acción más fuerte y duradera (Willadsen, 1997). 
Simultáneamente, en América del Sur, la forma recombinante obtenida en Pichia 
pastoris por Rodríguez et al. (1994) se comercializó como Gavac por Heber Biotec, 
Cuba. Con estas vacunas, en un año se logra reducir aproximadamente a la mitad (56 %) 
el número de garrapatas presentes en el campo por el que se mueven los animales 
tratados (Rodríguez et al., 1995a,1995b; Jonsson et al., 2000). Para ello se requiere 
revacunar periódicamente a los animales a fin de que sean portadores continuados de 
unos altos niveles de anticuerpos; el periodo óptimo de revacunación no está claro aún 
pues los niveles de anticuerpos inducidos por las vacunas dependen mucho de la base 
genética y estado fisiológico (ej. gestación) de los animales (Lee y Opdebeek, 1999). 
  
Aunque en un principio se pensaba que la Bm86, al no estar sometida a una 
presión evolutiva como las proteínas salivales, no debería variar de unas cepas a otras 
de B. microplus,  después se vio que, efectivamente, si bien eso era así en algunas partes 
(Australia) (Knowles y Opdebeek, 1996), en otras, en cambio (América del Sur) 
muestra un cierto grado de polimorfismo (posteriormente corroborado por la 
variabilidad del gen Bm86, de la Fuente et al., 2000a), lo que se traduce en una caída 
importante (por ej. frente a las cepas argentinas) en la eficacia de las vacunas en 
consideración (de la Fuente et al., 2000b; García-García et al., 2000). Ante esta 
situación, se comenzaron a buscar nuevos antígenos ocultos, encontrándose pronto 
(Riding et al., 1994) una nueva proteína de tubo digestivo, la Bm91, de interés vacunal 
y que hoy ya se obtiene como proteína recombinante en Escherichia coli (Willadsen et 
al., 1996). Es una carboxipeptidasa que se encuentra también en membranas de las 
glándulas salivales y que muestra cierta homología con la enzima testicular humana 
convertidora de la angiotensina (Willadsen, 1997). Utilizada como único antígeno 
vacunal induce una respuesta con menor valor protector que la Bm86 al reducir sólo en 
un 14-50 % la fertilidad de las hembras. Sin embargo, la administración conjunta de 
ambas proteínas mejora significativamente los resultados que se obtienen con la Bm86 
sola (Willadsen et al., 1996). Otra proteína de tubo digestivo de mayor interés que la 
Bm91 es la Bm95 pues esta segunda muestra la particularidad de proteger frente a las 
cepas de B. microplus resistente a la Bm86 (García-García et al., 2000); se obtiene 
también de forma recombinante en Pichia pastoris y es muy probable que se incorpore 
pronto a la vacuna americana Gavac. Por último, otras proteínas de B. microplus que 
potencian la acción protectora de la Bm86 son una glicoproteína de membrana (BMA7) 
que muestra cierto parecido con las mucinas de vertebrados (Mckenna et al., 1998) y 
una β-N-acetilhexosaminidasa, que hidroliza las cadenas sacarídicas de 
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glicoconjugados, y que se encuentra presente en la hemolinfa de la garrapata (Del Pino 
et al., 1998). Ambas proteínas, administradas como únicos antígenos vacunales, se 
limitan a producir una ligera caída (26 %) en la fertilidad de las hembras, por lo que de 
tener algún interés es como sinergizantes. 
  
Aunque en el caso de B. microplus todavía se siguen buscando nuevos antígenos 
vacunales, por ejemplo, mediante la técnica de la inyección en la hemolinfa de 
anticuerpos monoclonales obtenidos frente a todo tipo de moléculas de tubo digestivo 
para ver cuáles afectan negativamente a la garrapata y poder así identificar  a las dianas 
de interés (Toro-Ortiz et al., 1997), sin embargo aún existen aspectos básicos que están 
por conocer en relación con la Bm86. Y, así por ejemplo, en ninguna parte hemos 
encontrado una explicación del porqué no afecta a los inmaduros o el porqué, dentro de 
una misma cepa, afecta (mata) a unos ejemplares y a otros no. Si bien es cierto que a las 
vacunas logradas hasta la fecha no cabe calificarlas como óptimas, sin embargo su uso 
es cada vez mayor, quizá no sólo porque reducen el uso de acaricidas, sino también 
porque actúan, según Lee y Opdebeek (1999), como bloqueantes de la transmisión de 
Babesia bovis, el patógeno más importante de los transmitidos por la garrapata en 
consideración. Como se ha visto recientemente en caso de los mosquitos-plasmodios 
(Lal et al., 2001), los anticuerpos frente a moléculas de tubo digestivo, en nuestro caso 
frente a la Bm86, pueden bloquear la transmisión si neutralizan receptores utilizados por 
los patógenos para atravesar/penetrar la barrera intestinal. 
 
 
 
4. VACUNAS ANTI-GARRAPATAS BLANDAS 
 
Como ya señalamos al comienzo del presente capítulo, sobre vacunas anti-
Ornithodoros u otros argásidos, no existen más trabajos que los de nuestro grupo 
(Astigarraga et al., 1995 y 1997), aparte del de Chinzei y Minoura (1988) en el que se 
utilizó como antígeno vacunal vitelo de huevos, que redujo la fecundidad de las 
hembras en un 50 %. Aunque en los argásidos no está demostrado que los anticuerpos 
pasen a la hemolinfa, como en garrapatas duras, es muy probable que así sea, lo que 
podría explicar el resultado antes indicado. Al ser la vitelogenina -una 
hemoglicolipoproteína- la proteína más abundante en la hemolinfa de O. moubata 
(Kopacek et al., 2000)  junto con la α2-macroglobulina, una antiproteasa  recientemente 
caracterizada y clonada (Kopacek et al., loc. cit.), en consecuencia cabe pensar que unos 
anticuerpos frente a la primera podrían inhibir su incorporación a los oocitos, lo que  
explicaría la caída en la fertilidad de las hembras observada en el trabajo en 
consideración. Puesto que los trabajos de Astigarraga ya los comentamos en la 
introducción, por ser el punto de partida del nuestro, en consecuencia y en relación con 
las garrapatas que ahora comentamos vamos a limitarnos a dar cuenta de las nuevas 
moléculas halladas en ellas por otros miembros de nuestro grupo (datos todavía no 
publicados), pues tales moléculas pueden explicar algunos de los resultados obtenidos 
en el presente trabajo. También, y aunque esta tarea ya la realizaron Astigarraga (1996) 
y Baranda (1998) en sus correspondientes tesis doctorales, volveremos a dar cuenta de 
las particularidades más notorias de la respuesta frente a los Ornithodoros y de sus 
moléculas antihemostáticas, a fin de dejar una relación completa de lo conocido hasta la 
fecha. 
 
 
Revisión bibliográfica 
 20
PARTICULARIDADES DE LA RESPUESTA ANTI-ORNITHODOROS 
 
De acuerdo con los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio con O. 
erraticus y O. moubata,  podemos señalar las siguientes: 
 
Primera. Que en todos los sistemas estudiados (cerdos, conejos y ratones) la 
respuesta natural anti-Ornithodoros no sólo carece por completo de valor protector, sino 
que favorece la alimentación de los parásitos aunque no sea de forma significativa. 
 
Segunda. Que de todos los componentes presentes en los SGE-2 (extractos 
solubles de glándulas salivales que tienen la misma composición que la saliva) (Baranda 
et al., 1997), el sistema inmune de los hospedadores analizados hasta la fecha sólo 
reconoce a unos pocos, y en todos los casos los mismos, que son los componentes 
antigénicos. La respuesta frente a estos componentes -de acuerdo con lo indicado en el 
punto precedente-, no afecta para nada a los parásitos pero gracias a ellos resulta posible 
la detección por serología de los animales picados por uno u otro argásido. 
 
Tercera. Que en el caso de O. erraticus, todos sus antígenos (90, 100, 158, 186, 
215 y 260 kDa) comparten unos mismos epítopos por lo que, previsiblemente, no son 
más que un mismo péptido variando su PM de acuerdo con el número de otras cadenas 
peptídicas que a él se encuentren ligadas. En la especie en consideración, el extremo 
amino del antígeno de 260 kDa muestra una homología del 81,3-90,9% con la cadena 
alfa de la hemoglobina de prácticamente todos los vertebrados analizados desde reptiles 
a mamíferos (Baranda et al., 2000). 
 
Cuarta. Que en el caso de O. moubata, sus tres-cuatro antígenos más 
importantes (17, 19 y 20 kDa), no son moléculas relacionadas. De ellos, el extremo 
amino del más antigénico (denominado Om20A1) muestra una homología del 46,2 % 
con la cadena alfa del componente C3 del complemento (Baranda et al., loc. cit.). 
 
Quinta. Que el tipo de respuesta que generan los parásitos en ratones Swiss es 
de tipo Th1; por el contrario, en ratones BALB/c y C57BL, aparentemente es de tipo 
Th2. Se desconoce su naturaleza en cerdos. 
 
Sexta. Que en ratones, la administración de los SGE-2 con adyuvantes 
potenciadores de respuestas Th1 (Freund) o Th2 (alum, lectina de ricino, etc.) da lugar 
al tipo de respuesta esperable de acuerdo con el adyuvante utilizado. Cualquiera que sea 
ésta, nunca va acompañada de protección. 
 
Séptima. Que en cerdos (evidencia indirecta, ver Oleaga-Pérez et al., 1990b) y 
en ratones, la respuesta natural o artificial (la inducida por los SGE-2 administrados con 
adyuvantes) anti-garrapata nunca está mediada por IgE, con independencia de que esa 
respuesta sea de tipo Th1 (lo que justificaría la ausencia) o Th2 (lo que ya no tiene una 
explicación evidente). 
 
Octava. Que al menos en el caso de O. erraticus, la respuesta inmune celular 
(neutrofílica, macrofágica, eosinofílica y basofílica) carece por completo de valor 
protector, con independencia de que los animales sean portadores de anticuerpos 
antigarrapata para posibilitar la reacciones de citotoxicidad celular mediadas por 
anticuerpos (Astigarraga et al., 1997). 
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Novena. Que en cerdos, pero no en ratones, la administración de los SGE-2 con 
los adyuvantes de Freund (pero no con alum o saponina) da lugar a una respuesta que 
afecta muy negativamente a los adultos de O. moubata y de forma decreciente a las 
formas inmaduras tanto menos cuanto esta son más pequeñas. En el caso de O. erraticus 
la respuesta es variable frente a cualquiera de sus formas evolutivas (Astigarraga et al., 
1995). 
 
Décima. Que, en principio, la única diferencia observable entre los sueros de los 
animales que afectan negativamente a los parásitos y los que no les afectan es que los 
primeros reconocen algunos componentes de los SGE-2 que no son reconocidos nunca 
en condiciones naturales. Lógicamente, a ese reconocimiento, forzado por los 
adyuvantes, atribuyeron Astigarraga et al. (1995) la causa de la protección. 
 
 
MOLÉCULAS ANTIHEMOSTATICAS 
 
Relación de componentes y actividades biológicas halladas en la saliva de 
Ornithodoros. 
 
Enzimas con actividad apirasa. Presentes en O. moubata; no investigadas en 
O. erraticus. Hidrolizan el ATP y ADP a AMP + Pi, previniendo así el efecto del ADP 
en la hemostasis (inducción de la agregación plaquetaria). Los pH óptimos para la 
hidrólisis del ADP y ATP son, respectivamente, de 7 y 8. Los iones calcio y magnesio 
activan la reacción (Ribeiro et al., 1985 y 1991; Law et al., 1992). 
 
Moubatina. Péptido de 17 kDa aislado de O. moubata. Bloquea la agregación 
plaquetaria inducida por el colágeno (Waxman y Connolly, 1993). Ha sido clonada por 
Keller et al., (1993) y patentada por Merck & Co., Inc., Rahway (USA) en 1994.  
 
Péptido de 15 kDa. Aislado de O. moubata. Bloquea la adhesión de las 
plaquetas (y células endoteliales) al colágeno. No inhibe la agregación plaquetaria 
inducida por el colágeno (a diferencia de la moubatina) ni la adhesión de las plaquetas a 
la fibronectina (Karczewski et al., 1995).  
 
Disagreguina. Aislada de O. moubata. Es una proteína de 6 kDa, que inhibe la 
agregación plaquetaria inducida por el ADP y otros agonistas como el colágeno, 
epinefrina, PAF y trombina. Se une al receptor para el fibrinógeno en las plaquetas 
(glicoproteína IIb/IIIa). También inhibe, aunque parcialmente, la unión de las plaquetas 
a la fibronectina, y apenas tiene acción sobre la unión al colágeno. A diferencia de otros 
antagonistas del fibrinógeno, carece de la secuencia de reconocimiento RGD (Arg-Gly-
Asp), lo que la hace única entre tales antagonistas (Karczewski et al., 1994). 
 
TAP (Tick Anticoagulant Protein). Proteína de 6850 Da, aislada de O. 
moubata por Waxman et al. (1990) y de la que ya se ha obtenido su estructura 
cristalográfica por Antuch et al, (1994). Es un inhibidor altamente específico del factor 
Xa de la cascada de coagulación de la sangre. Su estructura es similar a la del inhibidor 
básico pancreático de la tripsina (BPTI) (inhibidor prototípico de los inhibidores tipo 
Kunitz). En ambos inhibidores, la orientación de una lámina en β (constituida por dos 
segmentos antiparalelos) respecto a una α-hélice, es la misma. Pero a diferencia del 
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BPTI, el TAP posee un lazo entre la lámina en β y la α-hélice, que tiene un pliegue 
particular,  no hallado hasta la fecha en ningún otro inhibidor del tipo Kunitz (Antuch et 
al., 1994). Según Mao et al. (1995), los aminoácidos hidrofóbicos del extremo amino de 
la proteína son los implicados en la inhibición del factor Xa. En O. savignyi, Gaspar et 
al. (1996) y Joubert et al. (1998) han encontrado, secuenciado y clonado otro inhibidor 
del factor Xa que presenta un 66% de homología con el TAP. 
 
Ornithodorina. Aislada de O. moubata y de la que ya se conoce también su 
estructura cristalográfica (van der Locht et al, 1996). Es un inhibidor potente y selectivo 
de la trombina. Se trata de una proteína constituida por dos dominios que se parecen a 
los dominios tipo Kunitz del BPTI y TAP. Los aminoácidos del extremo amino se unen 
al centro activo de la trombina, mientras que los del extremo carboxi se unen al 
“exositio” de unión al fibrinógeno. El reconocimiento molecular de las dianas en la 
trombina difiere notoriamente de lo visto en el resto de los miembros de la superfamilia 
de inhibidores tipo Kunitz. 
 
Otros anticoagulantes. Según Ribeiro (1987a), en O. moubata existen también 
inhibidores de los  factores IXa y V ó VII de la cascada de coagulación de la sangre. 
 
 
MOLECULAS INMUNOMODULADORAS 
 
Antagonista de la P-Selectina (García Varas, S.; Tesis Doctoral; datos no 
publicados).  
 
Presente en O. moubata pero no en O. erraticus. Liga a la P-Selectina 
impidiendo que ésta, cuando es expresada por las células endoteliales y plaquetas, 
pueda entrar en contacto con su ligando natural (PSGL) en la superficie de los 
leucocitos. La neutralización del antagonista por anticuerpos (los inducidos en cerdos 
tras vacunación con el SGE-2) inhibe en un 60-80% la alimentación de los adultos y 
menos la de las formas inmaduras, tanto menos cuanto éstas son más pequeñas. El 
fenómeno está en relación con el tiempo que tarda en alimentarse cada fase evolutiva, 
comprendido entre los 30-60 minutos en el caso de los adultos y los 10-20 en el caso de 
las ninfas 1 y 2. La brevedad de los contactos parásito-hospedador en el caso de estas 
segundas es la causa de que apenas se vean afectadas por la respuesta (neutralización 
del antagonista de la P-Selectina) al terminar de alimentarse antes de que a las células 
les de tiempo a expresar la molécula de adhesión. El péptido antagonista (44 kDa) no 
muestra homología con ninguna proteína conocida, lo que no tiene nada de extraño en 
vista de que la interacción entre la P-Selectina y su Ligando (PSGL) se establece a 
través de grupos sulfato y del tetrasacárido Sialil Lewis X u otros relacionados (Lasky, 
1995). 
 
Análogo de la Il-10 (García Varas S. y Madrazo  Arranz, C.; Tesis 
Doctorales; datos no publicados).  
 
Presente tanto en O. erraticus como en O. moubata. Se desconoce su grado de 
homología con la IL-10 al no haberse secuenciado todavía. No obstante, cabe pensar 
que esa homología debe ser muy alta como indica el hecho de que el análogo sea 
reconocido por anticuerpos policlonales frente a la IL-10 humana y, también, el que 
pueda ser inmunoprecipitado por la cadena α del receptor murino (IL-10RA) que 
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interactúa con la citocina. Por las acciones biológicas de la citocina (ver Moore et al., 
2001) cabe pensar que los parásitos utilizan el análogo para inhibir la maduración de las 
células dendríticas que hayan endocitado a las moléculas salivales (las presentes en el 
punto de la picadura) evitando así que puedan actuar como APC en los nódulos 
linfáticos. La presencia de semejante molécula explica, pues, el porqué el sistema 
inmune no reconoce a la mayoría de los componentes salivales (acerca del porqué 
reconoce a otros, ver más adelante); por otra parte, los parásitos también pueden 
aprovechar al análogo para evitar la producción de citocinas proinflamatorias (IL-1, 
TNF, etc.) por macrófagos y otros tipos de células (ver Redpath et al., 2001), lo que 
puede favorecerlos en numerosos aspectos. 
 
Antagonista de CD40L (García Varas, S. y Madrazo Arranz, C.; Tesis 
Doctorales; datos no publicados).  
 
Presente en O. erraticus y O. moubata. Se desconoce si muestra homología  con 
la molécula CD40 -o con otras proteínas- al no haberse secuenciado todavía. El péptido 
en cuestión captura a CD40L incluso después de someterlo a procesos 
desnaturalizantes, como indica el hecho de que todavía lleve a cabo esa captura cuando 
es transferido a membranas tras someterlo a SDS-PAGE (en condiciones reductoras) 
para separarlo de otros componentes salivales. Al menos en O. erraticus, en la saliva o 
SGE-2, el antagonista se encuentra asociado -al igual que el análogo de la IL-10- a los 
componentes antigénicos de la misma. Cabe pensar, pues, que en la especie en 
consideración el PM de sus antígenos (90, 100, 158, 186, 215, 260 y 305 kDa) depende 
del número de moléculas inmunomoduladoras que lleven asociadas, moléculas que, 
previsiblemente, liberan en el momento en que son inyectadas en el hospedador, tras su 
unión a una determinada proteína plasmática (ver más adelante). 
 
Con el péptido antagonista nuestros parásitos, en principio, pueden lograr dos 
objetivos a la vez. En primer lugar, evitar la activación del endotelio vascular. En este 
sentido tenemos que como evidenciaron Henn et al. (1998), las plaquetas, cuando se 
activan -en nuestro caso si alguna consigue hacerlo- pasan a expresar en superficie no 
sólo P-Selectina sino también CD40L. La interacción de CD40L con CD40, que 
expresan de forma constitutiva las células endoteliales (junto con CD40L) (Mach et al., 
1997) induce en éstas un cambio de fenotipo pasando así de expresar uno anticoagulante 
a otro procoagulante junto con moléculas de adhesión, etc. Aunque nuestros parásitos 
inhiben la activación plaquetaria, con el antagonista de CD40L aseguran el bloqueo de 
la activación vascular. En segundo lugar, y por si con el análogo de la IL-10 no logran 
bloquear totalmente las respuestas T-dependientes frente a los componentes salivales, 
con el antagonista de CD-40L aseguran también ese bloqueo en vista de que la 
interacción entre CD40, sobre las APC, con CD40L, sobre los linfocitos T, es 
imprescindible para que se produzca la activación de éstos cuando reconocen a un 
antígeno sobre las primeras células (Zanelli y Toes, 2000) También, y entre otras 
acciones, la interacción entre las moléculas coestimuladoras indicadas es imprescindible 
para que pueda tener lugar el cambio de isotipo de anticuerpos, lo que explica el porqué 
la respuesta anti-Ornithodoros nunca está mediada por IgE. 
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Moléculas inhibidoras de la activación del complemento (Astigarraga et al., 
1997).  
 
Presentes en O. erraticus y O. moubata. La potencia inhibidora es similar en 
ambas especies. Aun no se han caracterizado los componentes salivales en los que 
radica esa actividad. 
 
Moléculas inductoras de citocinas anti-inflamatorias (Madrazo Arranz, C.; 
Tesis Doctoral; datos no publicados).  
 
Tanto en el caso de O. erraticus como en el de O. moubata, un asunto paradójico 
es el porqué el sistema inmune reconoce a unos componentes salivales (los antigénicos) 
y no a otros como son los antihemostáticos e inmunomoduladores. Acerca del no 
reconocimiento de estos segundos, la explicación, de acuerdo con lo visto en los puntos 
precedentes, es porque son endocitados por células dendríticas cuya maduración resulta 
inhibida por el análogo de la IL-10. Pero entonces, ¿por qué el fenómeno no afecta a los 
componentes antigénicos?. Al menos en el caso de O. erraticus, una explicación es la 
siguiente. Como ya se ha indicado anteriormente, los antígenos de esta especie (al 
menos el de 260 kDa) muestran una homología de 90 % con la cadena alfa de la 
hemoglobina (Hb) de todo tipo de vertebrados. Cabe suponer, en consecuencia, que los 
antígenos son reconocidos inmediatamente por la haptoglobina (Hp) (lo que puede dar 
lugar a la liberación de las moléculas a ellos asociadas), proteína plasmática que tiene 
como misión el retirar a la hemoglobina libre de la circulación, lo que llevan a cabo los 
macrófagos del bazo, tras la interacción de los complejos Hb-Hp con la molécula 
CD163 (Kristiansen et al., 2001); la interacción induce, además, la producción de 
citocinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-β) por las células señaladas. Como se ha 
evidenciado en nuestro laboratorio, los antígenos de O. erraticus ligan a la Hp. En 
consecuencia, cabe suponer que los complejos Ag-Hp son retirados de la circulación en 
el bazo, órgano al que no llegan  las moléculas inmunomoduladoras. Por este motivo 
tenemos respuesta frente a los antígenos pero no frente al resto de los componentes 
salivales. Obviamente, si la garrapata ha evolucionado desarrollando un mecanismo 
para que exista una respuesta frente a una parte de sus componentes salivales, es porque 
la respuesta le resulta favorecedora en algún aspecto. Puesto que las células dendríticas 
expresan en superficie al receptor FcγRIIB (inhibidor, al tener un motivo ITIM en su 
cola citoplasmática) (Djstelbloem et al., 2001; Tew et al., 2001) cabe pensar, en 
consecuencia, que una vez sensibilizados los animales, los complejos antígeno-
anticuerpo contribuyen a la anergia de esas células tras su interacción con el receptor 
señalado. 
  
En el caso de O. moubata, el motivo por el que el sistema inmune reconoce a 
unos componentes y no a otros es un asunto que está aún por aclarar. No obstante, y 
puesto que su componente salival más inmunogénico muestra una importante 
homología con el componente C3 del complemento, una posible hipótesis acerca del 
motivo de su reconocimiento es la de que sea captado por células (a través de los 
receptores CRI/CRII) o por proteínas plasmáticas, que lo transporten a lugares a los que 
no llegan las moléculas inmunomoduladoras salivales. 
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I. ANIMALES DE EXPERIMENTACION 
 
 
1.1. PARASITOS 
 
 Como se indica en la introducción, todas nuestras pruebas se han realizado con  
Ornithodoros erraticus. Los ejemplares utilizados como fuente de antígenos o para ver 
la acción de las vacunas, se tomaron del cultivo que mantenemos en el laboratorio o de 
una explotación porcina infestada naturalmente con el argásido. De los primeros 
ejemplares (ejemplares de laboratorio) conocíamos el tiempo que llevaban en ayunas en 
el momento de ser utilizados en las diferentes pruebas. De los segundos (ejemplares de 
campo) ese tiempo se estimó teniendo en cuenta la fecha de captura y la época de 
actividad de las diferentes fases evolutivas (ver Oleaga-Pérez  et al., 1990a). 
 En el laboratorio, los cultivos se mantuvieron en una cámara de simulación 
ambiental (28 ºC, 85-90% de HR y 16-8 horas de luz/oscuridad) alimentándolos 
periódicamente sobre conejos (cada 2-3 meses o 1-2 veces al año, dependiendo de la 
necesidad de ejemplares en el laboratorio). 
 
 
1.2. HOSPEDADORES 
 
 Por ser los cerdos los destinatarios de nuestra vacuna, en consecuencia todas 
nuestras pruebas para ver el valor protector de los diferentes antígenos las llevamos a 
cabo en esos animales. No obstante, algunas determinaciones tuvimos que realizarlas en 
conejos o ratones por no existir reactivos para llevarlas a cabo en los primeros animales 
o por otros motivos. Las particularidades de los animales utilizados son las que se 
indican a continuación. 
 
 1.2.1. Cerdos 
 
 Los 87 cerdos utilizados fueron de raza ibérica, procedentes de una explotación 
porcina por el sistema intensivo, en la que sucesivos exámenes parasitológicos habían 
demostrado que los animales estaban libres de ectoparásitos. El peso inicial de los 
animales, todos hembras, fue de 13-14 kg y su peso final varió dependiendo de la 
duración de las pruebas. Estos cerdos se mantuvieron en las dependencias del Servicio 
de Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca (SEA). Como único 
alimento se les dio un pienso comercial para lechones ibéricos de Gallina Blanca Purina 
(ref. 188100), desprovisto de antiparasitarios. Tanto el pienso como el agua les fueron 
suministrados ad libitum. 
 
 1.2.2. Conejos 
 
 Los 54 utilizados, 15 para el mantenimiento de los cultivos y 39 para los 
experimentos de vacunación, fueron machos de raza blanca neozelandesa, procedentes 
de una granja en la que los animales se mantienen por el sistema minimal disease level. 
Su peso inicial fue, aproximadamente, de 1 kg y en las dependencias del SEA se 
Material y Métodos 
 27
alimentaron ad libitim con un pienso comercial, no medicado, de Gallina Blanca Purina 
(ref. 125500). 
 
 1.2.3. Ratones 
 
 Los utilizados (40) fueron de raza BALB/c, hembras, con un peso inicial de unos 
25 gramos. Como los animales anteriores, se mantuvieron con un pienso no medicado 
(PANLAB A.04). 
 
Material y Métodos 
 28
 
 
 
II. TÉCNICAS DE ELECTROFORÉTICAS E 
INMUNOENZIMÁTICAS 
 
 Como técnicas generales en nuestro trabajo se han utilizado la Electroforesis en 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), el Western blot y el Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA).  
 
La primera se usó como método analítico y como método preparativo. Como 
técnica analítica, se llevó a cabo en minigeles de 5 x 9 cm y se aplicó para averiguar la 
composición de los diferentes extractos antigénicos y la de sus fracciones. Como 
método preparativo, se llevó a cabo en geles grandes, de 19 x 15 cm, y se usó en 
algunos procedimientos de purificación de antígenos. 
 
El ELISA se utilizó, esencialmente, para estimar los niveles de anticuerpos en 
los hospedadores vacunados y el Western blot para determinar los antígenos particulares 
reconocidos por esos mismos hospedadores. 
 
En ocasiones, y por razones que se expondrán en el momento oportuno, el 
ELISA y el Western blot se llevaron a cabo sobre antígenos desglicosilados con 
metaperiodato sódico. Por esta razón, describimos también en este apartado el 
procedimiento de desglicosilación. 
 
 El resto de las técnicas utilizadas, tanto en la purificación de antígenos como en 
el análisis de la respuesta inmunitaria, se describen en otros apartados junto con el 
experimento en el que se emplearon por primera vez. 
 
 
2.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON 
DODECILSULFATO SÓDICO (SDS-PAGE) 
 
 Salvo excepciones, las electroforesis se realizaron utilizando un sistema 
discontinuo de geles similar al descrito por Laemmli (1970). La concentración del gel 
de carga fue del 5% y la del gel separador un gradiente del 5-20%. Inmediatamente 
antes de ser cargadas, las muestras se hirvieron durante cinco minutos en tampón 
desnaturalizante (31,25 mM TRIS-HCl pH 6,8, SDS al 2%, glicerina al 10% y 2-
mercaptoetanol al 5%). La cantidad de proteína cargada fue de 50 µg por cada 5 mm de 
gel, en geles de 15 x 19 cm, y de 5 µg por cada 5 mm, en los minigeles. Junto con la 
muestra se incluyó en cada gel, como referencia para la valoración de los pesos 
moleculares, una mezcla de proteínas preteñidas (BRL, ref. 26041-020) tratadas de igual 
modo que el resto de las muestras. Las electroforesis en geles grandes se ejecutaron a 70 
mA por gel durante tres horas, o bien, a 12 mA durante toda la noche. Los minigeles se 
resolvieron a 30 mA en unos 30 minutos. 
 
 Tras la electroforesis, los geles fueron, en unos casos, inmediatamente teñidos 
con azul de coomassie y/o nitrato de plata siguiendo los protocolos descritos por 
Morrissey (1981); en otros, fueron transferidos a nitrocelulosa para la realización de 
Western blots. 
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2.2. WESTERN BLOT 
 
 Esta técnica se realizó siempre siguiendo los mismos pasos: 
  
2.2.1. SDS-PAGE según el protocolo que acabamos de indicar. 
 
2.2.2. ELECTROTRANSFERENCIA a membranas de nitrocelulosa. Se 
procedió de acuerdo con las indicaciones de Towbin et al. (1979), pero utilizando un 
tampón de transferencia desprovisto de metanol (glicina 192 mM, TRIS 25 mM, pH 
8,3). La transferencia se realizó a 60 voltios durante tres horas para los geles grandes y 
durante una hora para los minigeles, en ambos casos con refrigeración constante. 
 
2.3.3. INMUNODETECCIÓN. La identificación de los antígenos resueltos en 
SDS-PAGE y electrotransferidos a nitrocelulosa se realizó del modo siguiente. 
 
1. Equilibrado de las membranas recién transferidas, en PBS (tampón fosfato 10 
mM, pH 7,2 con NaCl 146 mM), 10 minutos, a temperatura ambiente (20 oC). 
En los casos que lo requirieron, las membranas fueron cortadas en tiras verticales 
de 4 mm de ancho para su posterior procesamiento individual. 
 
 2. Post-tapizado con BSA (albúmina de suero bovino) al 1,5% en PBS, 30 
 minutos a temperatura ambiente. 
 
3. Lavados, 2 de 15 minutos a temperatura ambiente, en PBS con Tween 20 al 
0,05% (TPBS). 
 
4. Incubación con el suero correspondiente, diluido a 1/100 en tampón diluyente 
(BSA al 0,5% en TPBS), 1 hora, a 37 ºC. 
 
 5. Lavados como en el paso 3. 
 
6. Incubación con la anti-inmunoglobulina apropiada en cada caso, marcada con 
peroxidasa, diluida en TPBS, 1 hora a 37 ºC:  
 
 anti-IgM porcina 1/100 
 anti-IgG porcina 1/2000 
 anti-IgG1 porcina 1/100 
 anti-IgG2 porcina 1/600 
 
 anti-IgG de conejo 1/2000 
 
 anti-IgG murina 1/2000 
 
 7. Lavados como en el paso 3. 
 
 8. Incubación con solución substrato (80% PBS, 20% metanol, 0,05% 4-cloro-1-
 naftol y 0,02% H2O2). 
 
 9. Parada de la reacción con agua destilada. 
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2.3. ELISA INDIRECTO (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY). 
 
 Salvo que se especifique otra cosa, los sueros se analizaron siempre por 
duplicado (cada suero en dos pocillos), a una dilución fija de 1/100. El nivel de 
anticuerpos se valoró en función de la densidad óptica dada por los sueros a esa dilución 
y, sólo excepcionalmente, algunos sueros fueros titulados llevando a cabo diluciones 
seriadas al triple. 
 
El protocolo básico  del ELISA indirecto fue el siguiente: 
 
1. Tapizado de las placas (SIGMA ref. M-4034) con 100 µL/pocillo del antígeno 
(0,01 µg/µL) diluido en tampón carbonato (CO3Na2 15 mM, CO3HNa 34 mM, 
pH 9,6), durante 16 horas a 4 oC, o durante 1 hora a 37 oC. 
 
2. Lavado de las placas con 200 µL/pocillo de TPBS, 5 minutos a temperatura 
ambiente, 3 veces. 
 
3. Post-tapizado con 100 µL/pocillo de BSA (albúmina de suero bovino) al 1% 
en PBS, 1 hora a 37 oC. 
 
 4. Lavado como en el paso 2. 
 
5. Incubación con 100 µL/pocillo del suero diluido 1/100 en tampón diluyente 
(BSA al 0,5% en TPBS), 1 hora a 37 oC. 
 
 6. Lavado como en el paso 2. 
 
7. Incubación con 100 µL/pocillo de la anti-inmunoglobulina apropiada, 
marcada con peroxidasa, diluida en TPBS, 1 hora a 37 ºC:  
 
 anti-IgM porcina 1/1000 
 anti-IgG porcina 1/6000 
 anti-IgG1 porcina 1/100 
 anti-IgG2 porcina 1/600 
 
 anti-IgG de conejo 1/6000 
 
 anti-IgG murina, 1/2000 
 anti-IgG1 murina, 1/2000 
 anti-IgG2a murina, 1/2000 
 
 8. Lavado como en el paso 2. 
 
9. Revelado. Incubación durante 10 minutos y en oscuridad, con 100 µL/pocillo 
de solución sustrato:  
  
  30 mg OPD (orto-fenilen-diamina, SIGMA P-1526)  
  50 mL de tampón OPD pH 5 (25mM ácido cítrico + 25mM Na2HPO4·12 H2O) 
  20 µL de H2O2 33% 
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10. Parada de la reacción por adición de 100 µL/pocillo de H2SO4 3N 
 
11. Lectura de la densidad óptica, a 492 nm, en un espectrofotómetro STL-
LABINSTRUMENTS, EAR 400 FT, con escala de resultados de 0 a 3. 
 
 
2.4. DESGLICOSILACIÓN DE ANTÍGENOS CON PERIODATO SÓDICO 
 
 En ocasiones fue necesario llevar a cabo ELISAs y Western blots sobre 
antígenos previamente desglicosilados con metaperiodato sódico (NaIO4). La 
desglicosilación se realizó tras fijar los antígenos a placas de ELISA o tras separarlos 
por electroforesis y transferirlos a membranas de nitrocelulosa. En ambos casos el 
procedimiento seguido fue el descrito por Woodward et al. (1985), que se describe a 
continuación, incluyendo algunas pequeñas modificaciones (ver Oleaga-Pérez et al., 
1994). 
 
1. Lavado de las placas de ELISA o de las membranas de nitrocelulosa con 
tampón acetato 50 mM pH 4,5 durante 2 minutos a temperatura ambiente. 
 
2. Incubación con metaperiodato sódico 10 mM en tampón acetato, 2 horas a 
4ºC en oscuridad. 
 
3. Lavado con tampón acetato, igual que en el paso 1. 
 
4. Lavado con PBS, durante 5 minutos, a temperatura ambiente. 
 
5. Postincubación con glicina al 1%, en PBS, 1 hora a 4 ºC. 
 
6. Lavado con PBS, igual que en el paso 4. 
 
Tras este tratamiento, las placas y las membranas con antígenos desglicosilados 
fueron postapizadas con BSA y empleadas según los procedimientos habituales que 
acabamos de describir. 
 
Para descartar que las diferencias en la reactividad observadas sobre un mismo 
antígeno, antes y después de la desglicosilación, se debieran a posibles efectos de los 
tampones de desglicosilación, todas las pruebas de ELISA y Western blot que incluían 
antígenos desglicosilados se realizaron por triplicado: sobre el antígeno nativo, sobre el 
desglicosilado y sobre el antígeno nativo tratado solamente con los tampones de 
desglicosilación. 
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III. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS ANTÍGÉNICOS DE 
INTERÉS VACUNAL 
 
Como ya se ha señalado previamente, en nuestro trabajo hemos intentado la 
vacuna anti-O. erraticus partiendo de dos tipos de extractos antigénicos. Primero, con 
extractos solubles de glándulas salivales (SGE-2) que, en  principio, poseen los mismos 
componentes que la saliva (Baranda et al., 1997); segundo, con extractos de tubo 
digestivo. Con los primeros nuestra tarea ha sido la de ver el modo de modificarlos a fin 
de mejorar los resultados de Astigarraga et al. (1995) (reducción de un 50% en la 
cantidad de sangre ingerida); con los segundos, la de averiguar el posible valor vacunal 
de las fracciones no estudiadas por los autores señalados 
 
A continuación indicamos los procedimientos seguidos en la obtención de los 
extractos usados en nuestras pruebas. 
 
 
3.1. EXTRACTOS DE GLÁNDULAS SALIVALES 
 
 Astigarraga et al. (1995), en sus pruebas con este tipo de extractos, utilizaron, 
para vacunar a los cerdos frente a O. erraticus, un SGE-2 completo, en el que estaban 
presentes tanto los componentes antigénicos como los no inmunogénicos de la saliva 
del argásido. Puesto que la respuesta frente a los primeros componentes carece por 
completo de valor protector (Oleaga et al., 1990b), en consecuencia, la primera 
modificación que se nos ocurrió hacer al extracto para incrementar su acción protectora 
(inhibición de la toma de sangre) fue la de eliminar del mismo a sus componentes 
antigénicos, pensando: (i), que esos componentes, al focalizar la respuesta hacia ellos, 
podían debilitar la respuesta frente a los componentes no inmunogénicos, a cuyo 
reconocimiento -al menos de tres de ellos de 70, 50 y 20 kDa- atribuyen Astigarraga et 
al. (loc, cit.) el valor protector del SGE-2 cuando se administra con los adyuvantes de 
Freund; (ii), que, incluso, podían ser la causa, como consecuencia de la focalización 
aludida, de que el sistema inmune de los animales siguiese sin reconocer a la mayoría de 
los componentes no inmunogénicos del extracto, como evidencia el hecho de que, de los 
8-14 componentes de esa categoría que están presentes en él (ver Baranda et al., 1997), 
los sueros de los animales vacunados sólo reconocen a los tres señalados en el punto 
precedente. La obtención de los SGE-2 estándar y desantigenados se llevó a cabo del 
modo siguiente. 
 
3.1.1. Obtención del Extracto Soluble de Glándulas Salivales (SGE-2) 
 
El extracto se preparó en lotes, a partir de ejemplares adultos no alimentados de 
O. erraticus. En cada lote se  utilizaron 100 pares de glándulas salivales procedentes de 
ejemplares de ambos sexos en igual proporción (50 machos + 50 hembras). 
 
El procedimiento de elaboración del SGE-2 fue como se describe a 
continuación:  
 
Material y Métodos 
 33
1. Extracción de las glándulas salivales, en PBS a 4ºC, y depósito de las mismas 
en un tubo con PBS mantenido en baño de hielo. 
 
2. Lavado de las glándulas con nuevo PBS, tres veces, dejándolas, finalmente, 
suspendidas en 2 mL de PBS. 
 
3. Liberación al medio del contenido soluble de las células salivales por rotura 
de las mismas mediante cinco ciclos de congelación/descongelación (-20/20 ºC). 
 
4. Centrifugación, 2 minutos a 1000 rpm, para sedimentar los restos glandulares; 
recuperación del sobrenadante.  
 
5. Filtrado del sobrenadante a través de una membrana de 0,2 µm de tamaño de 
poro (ACRODISC 0,2 µm, ref.4192) para retirar el material particulado que 
pudiese haber pasado al mismo (fragmentos de tráqueas, etc.). Recuperación del 
filtrado (que es ya lo que denominamos SGE-2). 
 
6. Determinación de la concentración proteica  del SGE-2 mediante el método de 
Bradford (1976), utilizando un kit comercial (BIO-RAD, Cat. nº 500-0001). 
 
3.1.2. Extracto Soluble de Glándulas Salivales desprovisto de proteínas 
antigénicas (SGE-2-NI) 
 
El SGE-2-NI fue obtenido combinando dos métodos. El primero de ellos 
consistió en retirar los antígenos filtrando el SGE-2 a través de una columna de afinidad 
con anticuerpos específicamente dirigidos frente a ellos. El segundo consistió en obtener 
el SGE-2 en presencia de inhibidores de proteasas, que, como evidenciaron Baranda et 
al. (1997), impiden selectivamente la liberación al extracto de los componentes 
antigénicos al quedar retenidos en los tejidos de las glándulas. 
 
OBTENCIÓN DEL SGE-2-NI MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE 
AFINIDAD CON ANTICUERPOS 
 
 Los anticuerpos específicos y la columna de afinidad se prepararon siguiendo los 
protocolos de Baranda (1998), que transcribimos a continuación con ligeras 
modificaciones. 
 
Para la obtención de los anticuerpos, administramos a conejos los cuatro 
antígenos principales de la saliva de O. erraticus (los de 158, 186, 215 y 260 kDa). Los 
anticuerpos así inducidos se purificaron y se inmovilizaron sobre microesferas acrílicas 
recubiertas de proteína A. Finalmente, se utilizó esa matriz para filtrar el SGE-2, a fin 
de retener a los componentes antigénicos; el filtrado es lo que denominamos el SGE-2-
NI. El desarrollo del experimento fue el siguiente: 
 
1. Separación de los cuatro antígenos de interés, a partir del SGE-2, por SDS-
PAGE. Para ello, un total de 20 mg de SGE-2 se separaron en seis geles. Los 
antígenos se visualizaron tiñendo los geles con CuCl2 0,3 M (ver protocolo 
detallado en el apartado 3.1.4) y, una vez identificados, se cortaron evitando la 
contaminación con bandas adyacentes. Las tiras de gel se destiñeron por 
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sucesivos lavados con EDTA 0,25M en TRIS-HCl 0,25M, pH 9, y se 
almacenaron a -20 ºC hasta el momento de ser utilizadas. 
 
2. Sensibilización de los conejos. Una vez individualizados los antígenos, cada 
uno de ellos se administró a un conejo, en tres dosis, a intervalos de quince días: 
la primera con el adyuvante completo de Freund, la segunda con adyuvante 
incompleto, y la tercera en PBS. La cantidad de antígeno por dosis fue la 
contenida en dos tiras de poliacrilamida (aproximadamente, unos 50 µg). Para 
poder administrarlas, las tiras de gel se machacaron y se pasaron, con la ayuda 
de una jeringuilla, a través de agujas de calibre decreciente hasta que se obtuvo 
una pasta fluida. Dicha pasta se mezcló con el adyuvante correspondiente o con 
PBS en proporción 1:1 y se administró a cada conejo, por vía subcutánea, 
repartiéndola en cuatro puntos. Los conejos se sangraron antes de la primera 
dosis y a los siete días de la última. Los niveles de anticuerpos en los sueros 
correspondientes a esta segunda sangría se determinaron por ELISA, dando 
todos un título aproximado de 1/25.000. También se comprobó, por Western 
blot, que los anticuerpos inducidos por cada antígeno reconocían con igual 
intensidad a todos los demás componentes antigénicos del SGE-2 
(aproximadamente unos 10, de tamaños moleculares entre los 90 y 260 kDa), lo 
que era indicativo de que todos ellos comparten unos mismos epítopos. 
 
3. Purificación de los anticuerpos. Como los cuatro sueros presentaban la misma 
reactividad, se mezclaron a partes iguales y se utilizó la mezcla como fuente de 
anticuerpos. La purificación de los mismos se realizó por precipitación con 
sulfato amónico saturado siguiendo el protocolo de Maizels et al. (1991). Se 
partió de 5 mL de la mezcla de sueros. 
 
4. Preparación de la columna de afinidad. Se siguió exactamente el protocolo de 
Harlow y Lane (1988) utilizando 30 mg de anticuerpos purificados y 0,5 g de 
proteína A insolubilizada sobre microesferas acrílicas (SIGMA P-1052). 
 
5. Fijación de los antígenos a la columna de afinidad. Se llevó a cabo en tubo, 
incubando el SGE-2 con la fase sólida (microesferas acrílicas sensibilizadas con 
los anticuerpos) durante 16-20 horas, en agitación, a 4 oC. La proporción más 
adecuada para lograr la retirada total de los antígenos se estableció, mediante 
ensayos previos de calibración de la columna, en 700 µg de SGE-2 por cada 100 
µL de fase sólida. 
 
6. Concluida la fijación, el sobrenadante, al que denominamos SGE-2-NI, fue 
recuperado. Su concentración proteica se determinó por el método de Bradford y 
su composición se analizó en SDS-PAGE. 
 
OBTENCIÓN DEL SGE-2-NI UTILIZANDO INHIBIDORES DE 
PROTEASAS 
 
 Según Baranda et al. (1997), la adición de PMSF (Roche, 837 091) y EDTA 
(SIGMA, ED2SS) al PBS en el que se prepara el SGE-2, impide la liberación al mismo 
de los componentes antigénicos al quedarse retenidos en los tejidos de las glándulas.  
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Dada la sencillez del método, consecuentemente, cuando fue necesario preparar 
el SGE-2-NI, se procedió, en primer lugar, a obtener el SGE-2 en presencia de esos 
inhibidores. Para ello las glándulas salivales se procesaron exactamente igual que en el 
apartado 3.1.1., pero incluyendo ahora PMSF 0,1 mM y EDTA 1mM en el PBS. 
 
El extracto así obtenido, como comprobamos por SDS-PAGE y Western blot, 
estaba libre de antígenos aunque en algunos lotes se observaron todavía trazas de los 
mismos. En esos casos, el extracto fue posteriormente filtrado a través de la columna de 
afinidad con anticuerpos para asegurar la retirada de las trazas. El sobrenadante final 
quedó definitivamente libre de antígenos y se denominó, por tanto, SGE-2-NI. 
 
3.1.3. Otros extractos de glándulas salivales: los gránulos de secreción como 
antígenos salivales particulados 
 
 A diferencia de los ixódidos, que sintetizan parte de los componentes salivales 
durante el periodo de alimentación, los ornithodoros poseen ya sintetizados y 
almacenados en gránulos de secreción a todos los componentes de su saliva. Baranda 
(1998) comprobó que los antígenos de la saliva se localizan en la membrana de los 
gránulos y que los componentes no inmunogénicos, los biológicamente activos, lo 
hacen en el interior de los mismos. Puesto que la respuesta frente a un antígeno varía 
según se administre a los animales en forma soluble o particulada (Wilkinson et al., 
2000), en consecuencia, consideramos oportuno comprobar el valor vacunal de los 
gránulos -tras insolubilizarlos- para ver si así cambiábamos el tipo de respuesta frente a 
los componentes de la saliva haciendo posible, a la vez, el reconocimiento de los no 
inmunogénicos. 
 
El procedimiento de obtención e insolubilización de los gránulos, y su 
fragmentación para facilitar el posterior procesamiento por las APC, fue el siguiente: 
 
1. Extracción de las glándulas salivales en PBS a 4 ºC. Separación bajo una 
lupa binocular, con punzones, de los acinos granulares y depósito sobre un 
portaobjetos con nuevo PBS. 
 
2. Rotura de la células, por presión con un cubreobjetos, y liberación de los 
gránulos al PBS 
 
3. Recuperación de los gránulos con un capilar de vidrio y depósito en un tubo. 
Centrifugación a 2.000 rpm, 5 minutos y desechado del sobrenadante. 
 
4. Lavado de los gránulos, con 1 mL de PBS a 4ºC. Tres veces. 
 
5.  Fijación de las membranas/contenido de los gránulos en 1 mL de formalina 
al 10%, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. 
 
6. Lavados, como en el punto 4. 
 
7.  Fragmentación de los gránulos por sonicación, 3 ciclos de 5 segundos a 60 
watios. 
 
8. Valoración de la concentración proteica por el método de Bradford (1976). 
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3.1.4. Purificación de proteínas de los SGE-2/SGE-2-NI para su uso como 
únicos antígenos vacunales 
 
El SGE-2-NI está compuesto por numerosos componentes peptídicos con 
tamaños moleculares entre los 90 y 6-8 kDa. Sobre este extracto, los sueros de los 
cerdos protegidos (aquellos que inhiben la toma de sangre), reconocen tres proteínas de 
70, 50 y 20 kDa que no reconocen nunca los sueros inducidos por picadura. Para 
comprobar si eran las responsables de la protección, dichas proteínas fueron purificadas 
y utilizadas como antígenos vacunales. Por otra parte, en la saliva de las garrapatas, la 
mayoría de las moléculas antihemostáticas conocidas poseen tamaños moleculares 
inferiores a los 15 kDa. Hasta la fecha, en ninguno de nuestros experimentos habíamos 
conseguido sensibilizar a los hospedadores frente a componentes salivales de ese 
tamaño. Por tanto, para comprobar si forzando su reconocimiento se obtenía una 
respuesta protectora, la fracción de componentes inferiores a 15 kDa del SGE-2-N  fue 
también purificada y utilizada como antígeno vacunal. 
 
Estas purificaciones se llevaron a cabo por electroelución y/o por cromatografía 
líquida de alta eficacia (HPLC), y son las que se describen a continuación. En todas 
ellas, en lugar del SGE-2-NI, se utilizó el SGE-2 como extracto de partida, por ser este 
último de más fácil preparación y por contener a los componentes objeto de la 
purificación en igual proporción que el primero. 
 
 ELECTROELUCIÓN INDIVIDUAL DE LAS PROTEÍNAS Oe70 Y Oe50 
 
 Por su sencillez y relativamente alto rendimiento, la electroelución a partir de 
geles de poliacrilamida fue la primera estrategia utilizada en la purificación de estas dos 
proteínas. El procedimiento, detallado, fue el siguiente: 
 
1. Separación por SDS-PAGE. Se resolvieron 21 mg de SGE-2 en 7 geles de 15 
x 19 cm, siguiendo el protocolo habitual. 
 
2. Tinción de los geles y extracción de las bandas. Tras las electroforesis los 
geles fueron teñidos con cloruro de cobre (CuCl2) para visualizar las bandas de 
interés siguiendo el procedimiento descrito por Harlow y Lane (1988): 
 
  - Lavado del gel en agua, 2-3 minutos. 
 
  - Tinción del gel en CuCl2 0,3 M, durante 5-10 minutos. 
 
  - Lavado del gel en agua, 2-3 minutos. 
 
- Visualización de las bandas deseadas colocando el gel sobre un fondo 
negro. Extracción de las bandas cortando el gel con la ayuda de un bisturí 
y evitando cuidadosamente la contaminación con otras bandas próximas. 
 
- Desteñido de las tiras de gel, por lavados sucesivos con EDTA 0,25 M 
en TRIS-HCl  0,25 M, pH 9, a temperatura ambiente. 
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- Lavado de las tiras en tampón de electroelución (ver a continuación) 
durante 10 minutos. 
 
3- Electroelución de las proteínas y electrodiálisis del SDS. Las tiras de gel se 
seccionaron en cuadrados de unos 4-5 mm de lado y se depositaron, cada una 
por separado, en un tubo del electroeluctor, cuyo fondo se cerró con una 
membrana de 3 K de diámetro de poro, siguiendo las instrucciones del fabricante 
(BIO-RAD). La electroelución se realizó durante 12 horas a 48 mA (8 mA por 
tubo) usando como tampón TRIS 25 mM, glicina 192 mM y 0,1% de SDS. Para 
retirar el SDS de las proteínas eluídas, éstas se electrodializaron a continuación 
durante 12 horas a 48 mA. Para ello, simplemente se sustituyó, sin desmontar el 
aparato, el tampón de elución por el de diálisis, de idéntica composición al 
anterior pero con una concentración de SDS más baja (0,01%). Una vez 
dializadas, las muestras de distintos tubos que contenían una misma proteína 
fueron mezcladas y concentradas por centrifugación a 6.000 rpm en cartuchos 
Filtron de 3 K de corte (ref. OD003C40). La concentración final de cada una de 
las proteínas se determinó por el método de Markwell (1978). 
 
ELECTROELUCIÓN CONJUNTA DE LAS PROTEÍNAS DE PESO 
MOLECULAR INFERIOR A 15 kDa 
 
 Las proteínas que ahora consideramos forman un conjunto de unas 6-8 bandas 
que apenas quedan separadas entre sí cuando el SGE-2/SGE-2-NI es sometido a 
electroforesis en poliacrilamida en las condiciones de nuestros ensayos. Esta escasa 
resolución dificultaba su electroelución individual, motivo por el cual decidimos 
electroeluirlas conjuntamente. 
 
Para ello se aprovechó el SGE-2 resuelto en los geles del apartado precedente, 
de los que, una vez teñidos con CuCl2, se cortó y destiñó la parte inferior de cada gel. 
Las proteínas contenidas en esos fragmentos de gel se electroeluyeron, dializaron y 
concentraron siguiendo el procedimiento indicado para las Oe70 y Oe50. 
 
PURIFICACIÓN POR HPLC DE LAS PROTEINAS Oe70 y Oe20 
 
Dado el efecto desnaturalizador de la purificación por electroelución, decidimos 
evitarlo intentando la purificación de los antígenos por HPLC. Esta técnica se aplicó en 
la purificación de la Oe70 y la Oe20. 
 
* La proteína Oe70 se purificó directamente por intercambio catiónico 
basándonos en su carga positiva en condiciones nativas, que previamente había sido 
establecida por Baranda (1998). La columna utilizada como intercambiador catiónico 
fue una Protein Pak SP 8HR 1000Å 8 µm de 10 x 100 mm de WATERS (ref.35655). 
Tras las pruebas de optimización oportunas, en las que se ensayaron diferentes valores 
de pH, velocidad de flujo, pendiente y magnitud del gradiente salino de la fase móvil, 
las condiciones cromatográficas se establecieron así: 
 
- Fase móvil: gradiente de 0-1 M de NaCl en tampón fosfato 20 mM, pH 7 
- Flujo: 1 mL/min. 
- Tiempo: 10 minutos a 0M NaCl + 50 minutos de gradiente. Total:60 minutos 
- Muestra: 0,4 mg de SGE-2 por cada inyección 
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 El eluato se recogió en fracciones de un minuto y su composición se analizó por 
SDS-PAGE y Western blot. Las fracciones que contenían la proteína Oe70 (en total 87 
mL) se mezclaron y concentraron por centrifugación a 6000 rpm en cartuchos de 3 K de 
corte (Filtrón, ref. OD003C40), dejándolas en un volumen final de 7 mL. Su 
concentración proteica se determinó por el método de Bradford (1976). 
 
* La proteína Oe20 requirió para su purificación la combinación de dos modos 
cromatográficos: en primer lugar se aplicó el intercambio aniónico, basándonos en la 
carga nativa de esta proteína, determinada también por Baranda (1998). Como segundo 
modo cromatográfico se utilizó la fase reversa. 
 
 Para el Intercambio aniónico se utilizó una columna de Mono Q HR 5/5 de 
Pharmacia Biotech (ref.17-0546-011). Tras las pruebas de optimización, la 
cromatografía se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 
 
- Fase móvil: gradiente de 0-40 mM de NaCl en TRIS-HCl 20 mM, pH 9 
- Flujo: 1 mL/min. 
- Tiempo: 80 minutos 
- Muestra: 1 mg de SGE-2 por inyección 
 
El eluato se recogió en fracciones de un minuto y su composición se analizó por 
SDS-PAGE y Western Blot. Las fracciones que contenían banda a la altura de 20 kDa 
se mezclaron (8 mL) y se concentraron en cartuchos Filtrón de 3 K. Parte de esta 
muestra semipurificada se utilizó, sin más transformaciones, en la inmunización de 
cerdos. El resto se recromatografió por fase reversa, para proseguir con el aislamiento y 
caracterización de la proteína Oe20. 
 
Para el segundo modo cromatográfico se utilizó una columna de Fase reversa 
SOURCE 15RPC ST 4.6/100 de Pharmacia Biotech (ref.17-5068-01) en las siguientes 
condiciones, que fueron establecidas optimizando las recomendadas por el fabricante: 
 
- Fase móvil: gradiente lineal desde 100% de agua (con 0,065% de ácido 
trifluoroacético, TFA) hasta 100% de acetonitrilo (con 0,05% TFA). 
- Flujo: 2 mL/min. 
- Tiempo: 20 minutos 
- Muestra: 1 mL de la fracción semipurificada por intercambio aniónico (que 
contenía unos 20 µg de proteína), a la que se añadió 1 µL de TFA 
 
El eluato se recogió en fracciones de 0,5 minutos y su composición se analizó 
por SDS-PAGE y Western Blot. La fracción que contenía la proteína Oe20 se incubó a 
37 ºC hasta la evaporación total del acetonitrilo (aproximadamente 1 hora) y su 
concentración proteica se estimó posteriormente por el método de Bradford (1976). 
 
3.1.5. Secuenciación del extremo aminoterminal de la proteína Oe20 
 
Por motivos que se indicarán en otro apartado, consideramos conveniente 
secuenciar el extremo amino de esta proteína. Para ello, purificamos unos 2-4 µg que 
enviamos al Servicio de Secuenciación de Proteínas del Centro de Investigaciones 
Biológicas, Departamento de Química de proteínas (Velázquez, 144 28006, Madrid). 
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La secuencia obtenida, correspondiente a los 20 primeros residuos, se comparó 
con las registradas en la base de datos "SwissProt" utilizando dos programas distintos. 
La primera comparación se hizo a través del "Swiss Institute of Bioinformatics (SIB)" 
usando el programa BLASTp (www.ch.embnet.org) y la segunda se llevó a cabo a 
través de los servicios en red de la "EMBL Outstation. (European Bioinformatics 
Institute)" usando el programa FASTA3 (www2.ebi.ac.uk/fasta3). 
 
 
3.2. EXTRACTOS DE TUBO DIGESTIVO. 
 
 Como se indica en la introducción, Astigarraga et al. (1995) probaron frente a O. 
erraticus el valor de cuatro extractos de tubo digestivo. De acuerdo con el proceso 
seguido para su obtención, cabe pensar que los cuatro extractos estaban constituidos, 
esencialmente, por proteínas solubles del órgano en consideración. Así tenemos que a 
fin de eliminar la sangre (que los enterocitos fagocitan y acumulan en vacuolas) y los 
productos de su metabolismo (gránulos de hemozoína que las células acumulan también 
en grandes cantidades en su citoplasma), los tubos digestivos fueron sonicados y 
sometidos a una centrifugación a alta velocidad (13.000 g) hasta la obtención de un 
sobrenadante claro. Posteriormente, el sedimento se desechó al considerarse que no 
contenía más que la "porquería" (como, aparentemente, indicaba su color) propia del 
órgano en estudio. Pero, parece claro, por la velocidad de centrifugación a la que se 
sometió al sonicado, que junto con la "porquería" también pudieron eliminarse 
fragmentos de membrana de los enterocitos, con sus correspondientes proteínas 
asociadas, que podían ser las de mayor interés vacunal. 
 
 Precisamente, nuestra tarea en relación con la vacuna basada en antígenos 
ocultos, ha sido la de ver el valor protector de esos fragmentos de membrana 
previsiblemente eliminados por los autores antes señalados. Obviamente, la vacunación 
de los cerdos con la fracción completa desechada nos pareció una operación inadecuada 
pues al predominar en ella lo que podríamos denominar las heces del parásito, la 
respuesta frente a éstas podría debilitar o bloquear la respuesta frente a las proteínas de 
interés. Por ello, nuestra primera tarea fue la de idear un procedimiento para eliminar de 
los tubos digestivos la sangre/productos de su digestión; en definitiva, todo lo que no 
fuesen las membranas de sus células. 
 
 La eliminación del contenido luminal de los tubos digestivos (sangre en los 
ejemplares recientemente alimentados, gránulos de hemozoína en los ejemplares en 
ayunas) resulta fácil pues no requiere más que el rasgado del órgano incluyendo a sus 
ciegos intestinales. Por el contrario, la eliminación de la sangre o gránulos de 
hemozoína acumulados en vacuolas citoplasmáticas ya no lo es tanto pues por su 
solubilidad/insolubilidad, cabe pensar que aparecerían contaminando todas las 
fracciones que se pueden obtener según los protocolos estándar para la obtención de 
proteínas de membrana. En definitiva, para eliminar a todos los elementos indeseados 
del órgano (incluidas sus proteínas solubles que como ya sabíamos, carecen de interés 
vacunal) se nos ocurrió que el procedimiento más simple podía ser el provocar una lisis 
osmótica de los enterocitos a fin de que estos eliminasen al medio su contenido. Puesto 
que el tubo digestivo de las garrapatas está constituido por una simple capa de células 
epiteliales (enterocitos), era de esperar que al romperse las células sus membranas 
quedasen adheridas a la membrana basal sobre la que están dispuestas. 
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 A continuación indicamos el proceso de obtención de lo que nosotros 
denominamos extracto de membranas de tubo digestivo y, también, el de obtención de 
ciertas  fracciones utilizadas para vacunar a los cerdos. 
 
3.2.1. Extracto de membranas de Tubo Digestivo (TD). 
 
 Estos extractos se obtuvieron a partir de ejemplares en ayunas o alimentados a 
diferentes tiempos. En este segundo caso, se pusieron sobre conejos entre 100-300 
ejemplares (adultos de ambos sexos) que una vez alimentados se pasaron 
inmediatamente a la cámara de mantenimiento de los cultivos. A tiempos prefijados del 
periodo de postalimentación (según los casos, a las 6, 48 o 72 horas o 15-23 días), se 
tomaron muestras de 50-100 ejemplares que, tras ser depositados en hielo, se 
procesaron (al igual que los ejemplares en ayunas) del modo siguiente. 
 
1. Disección de los ejemplares en PBS a 4 ºC. Extracción de los tubos digestivos 
y depósito de los mismos en una placa de Petri con nuevo PBS a 0 ºC. 
 
2. Lavado, en PBS, de los tubos digestivos. Para ello se rasgaron (incluidos los 
ciegos intestinales) con la ayuda de unos punzones finos eliminando su 
contenido luminal (sangre, gránulos, etc.) por agitación o con los mismos 
punzones. 
 
3. Depósito de los tubos digestivos limpios en un tubo con 10 mL de PBS a 0º C, 
y agitación del mismo para la eliminación de los restos de sangre, etc., que 
todavía pudieran quedar adheridos a los tejidos. Decantado del PBS. 
 
4. Lisis osmótica de los enterocitos. Para ello, tras el decantado del PBS, los 
tubos digestivos se resuspendieron en 10 mL de agua ultrapura (Milli-Q) 
cambiando a ésta periódicamente hasta que era apreciable la lisis celular por 
enturbiamiento del medio (generalmente hasta el séptimo lavado). 
 
5. Lavados sucesivos (normalmente otros siete) hasta que se observa que los 
tubos digestivos ya no liberan nada al medio. 
 
6. Decantado del agua y resuspensión de los tubos digestivos en 2 mL de PBS. 
 
7. Congelación/descongelación de la suspensión (-20/20 ºC, 5 ciclos) (para 
asegurar la rotura de todas las células); eliminación del sobrenadante y 
resuspensión de los tubos digestivos en otros 2 mL de PBS. 
 
8. Sonicación: 3 ciclos de 5 segundos a 60 watios. La suspensión resultante es ya 
lo que denominamos Extracto de Membrana de Tubos Digestivos (TD). 
 
9. Valoración de la concentración proteica mediante el método de Markwell et 
al. (1978). 
 
Por motivos que se indican en otro apartado, consideramos conveniente 
determinar si la composición de los extractos obtenidos del modo indicado variaban o 
no según el sexo de los ejemplares. Para comprobarlo, se obtuvieron por separado TD 
Material y Métodos 
 41
de machos y hembras a las 6 horas postalimentación; su contenido se fraccionó 
solubilizándolo con el detergente Tritón X-100 (ver más adelante) y la composición de 
las fracciones se analizó por SDS-PAGE. 
 
3.2.2. Fraccionamiento del Extracto de Membrana de Tubo Digestivo tomado 
de ejemplares a las 6 horas postalimentación (TD6h) en función de la 
solubilidad de sus componentes. 
 
 El TD obtenido de ejemplares a las 6 horas postalimentación, según el protocolo 
indicado en el apartado precedente, se sometió a una centrifugación para sedimentar a 
los fragmentos de membrana resultantes de la sonicación; posteriormente, el sedimento 
se trató con TX-100 a fin de dividirlo en dos fracciones según la distinta solubilidad de 
sus componentes en ese detergente. El protocolo detallado fue el siguiente: 
 
1. Centrifugación del TD6h: 100.000 g, 65 minutos, a 4ºC. Recuperación del 
sobrenadante (SB1) (ver nota) y resuspensión del sedimento (SD1) en un 
volumen equivalente de PBS. 
 
2. Recentrifugación en las mismas condiciones del punto 1: 
 
a.  Del sobrenandante SB1: recuperación del nuevo sobrenadante 
(MATERIAL HIDROSOLUBLE) y desechado del sedimento. 
 
b. Del sedimento resuspendido SD1: Desechado del sobrenadante y 
recuperación del nuevo sedimento (SD2) 
 
3. Resuspensión del sedimento SD2 en un volumen equivalente de PBS y 
determinación de la concentración proteica por el método de Markwell et al. 
(1978). 
 
4. Adición de TX-100 a la suspensión anterior en proporción 2:1 (2 µL de TX-
100 por cada µg de proteína). Incubación durante 1 hora a 4 ºC en agitación 
suave. 
 
5. Centrifugación: 100.000 g, 65 minutos a 4 ºC. Recuperación del sobrenadante 
(SB2) y resuspensión del sedimento (SD3) en un volumen de PBS 
 
6. Recentrifugación en las mismas condiciones del punto 1: 
 
a.  Del sobrenadante SB2: recuperación del nuevo sobrenadante 
(PROTEÍNAS DE MEMBRANA) y desechado del sedimento. 
 
b. Del sedimento resuspendido SD3: Desechado del sobrenadante y 
recuperación del nuevo sedimento, insoluble en TX-100 (RESTOS 
TISULARES INSOLUBLES). 
 
La concentración proteica de estas tres fracciones: material hidrosoluble, proteínas 
de membrana y restos tisulares insolubles en TX-100, se determinó por el método de 
Markwell et al. (1978) y su composición se analizó por SDS-PAGE.  
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Nota.- Aunque tras el proceso al que se habían sometido a los tubos digestivos, en 
éstos no deberían quedar restos de material hidrosoluble, sin embargo en el 
sobrenadante en consideración de detectó la presencia de proteínas por el método de 
Markwell. Cualquiera que fuese su origen (liberación por células que resistieron la lisis 
osmótica/congelación, etc.) antes de desecharlas consideramos oportuno probar su valor 
vacunal para asegurarnos de que no perdíamos proteínas de interés durante el proceso 
de preparación de las fracciones. 
 
3.2.3. Subfraccionamiento de las proteínas de membrana, solubilizadas con 
TX-100, en función de su carga eléctrica. 
 
Tras comprobar que los componentes de interés del extracto de membranas de 
tubo digestivo (TD6h) se encontraban en la fracción de los solubilizables con TX-100, 
pasamos a subfraccionar a esos componentes recurriendo ahora a la cromatografía de 
intercambio iónico en columna abierta. Esta se llevó a cabo utilizando cartuchos 
desechables SEP-PAK de Waters conectados en serie: CM PLUS (ref. 20550) como 
intercambiador catiónico y QMA PLUS (ref. 20545) como intercambiador aniónico. 
 
El procedimiento seguido fue el indicado por el fabricante:  
 
1. Concentración de la muestra de proteínas de membrana solubilizadas con TX-
100 (unos 3 mg en 4 mL) por centrifugación a 6000 rpm en cartuchos Filtron de 3 
K hasta un volumen final de 0,3 mL.  
 
2. Dilución del concentrado en tampón acetato amónico 50 mM pH 5,5 hasta un 
volumen final de 3 mL. 
 
3. Montaje e hidratación de la columna: conexión de los dos cartuchos en serie y 
aplicación de 20 mL de tampón acetato (5 mL/min.). Eliminación del eluato. 
 
4. Aplicación de los 3 mL de muestra en el cartucho superior (0,5 mL/min.). 
 
5. Lavado con 6 mL de tampón acetato (0,5 mL/min.) y recolección de los 9 mL 
de eluato total, en el que están presentes las proteínas neutras. 
 
6. Desconexión de los cartuchos y elución, por separado, del material retenido en 
cada uno de ellos con 5 mL (0,5 mL/min.) de NaCl 1M en tampón acetato 
amónico 50 mM pH 5,5. El eluato del cartucho CM contiene las proteínas 
catiónicas, mientras que el del cartucho QMA contiene las proteínas aniónicas. 
 
7. Concentración de las tres fracciones con cartuchos de 3 K de corte, dejando las 
muestras en un volumen final de 1 mL. 
 
8. Determinación de la concentración proteica de las fracciones con el método del 
ácido bicincrónico utilizando un kit comercial (BCA Protein Assay Kit. PIERCE, 
ref. 23225) y análisis de su composición por SDS-PAGE. 
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3.2.4. Subfraccionamiento de las proteínas de membrana solubilizadas con 
TX-100 en función de su peso molecular. 
 
Por motivos que se indicarán en el momento oportuno, consideramos conveniente 
recurrir a este tipo de subfraccionamiento, a fin de caracterizar a las moléculas 
responsables del valor vacunal del extracto en consideración. Para ello, los componentes 
de la fracción se dividieron de acuerdo con su PM, en tres grupos: superiores a los 200 
kDa, entre 200 y 19 kDa e inferiores a 19 kDa. El procedimiento utilizado fue el 
siguiente. 
 
1. Separación electroforética, en gel de 15 x 19 cm, de 2 mg de proteínas de 
membrana solubilizadas con TX-100 
 
2. Lavado del gel en agua, 2-3 minutos. 
 
3. Tinción del gel en CuCl2 0,3 M durante 5-10 minutos. 
 
4. Lavado del gel en agua, 2-3 minutos. 
 
5. Visualización del contenido del gel sobre un fondo negro. División del gel en 
tres partes cortándolo a la altura de los marcadores de 200 y de 19 kDa.  
 
6. Destinción de los fragmentos del gel por lavados sucesivos con EDTA 0,25 M 
en TRIS-HCl 0,25 M pH 9 a temperatura ambiente. 
 
7. Almacenamiento de los fragmentos de gel a –20 ºC hasta el momento de ser 
utilizados. 
 
Debido a la baja cantidad de muestra disponible, las proteínas separadas de este 
modo no fueron extraídas del gel para evitar pérdidas, sino que se administraron junto 
con el propio gel, triturado, en las correspondientes pruebas de vacunación de cerdos 
(ver más adelante). 
 
3.2.5. Determinación de la posible presencia de glicolípidos (además de 
proteínas) en la fracción de los componentes del extracto de membranas 
solubilizables con TX-100. 
 
Aunque no existen estudios específicos sobre las moléculas presentes en la cara 
luminal de los enterocitos de Ornithodoros, en principio cabe pensar que pueden ser 
tanto proteínas como glicolípidos. Puesto que ambos tipos de moléculas son 
solubilizables por el TX-100, en consecuencia pasamos a determinar si las segundas 
formaban parte de la fracción aludida, pues de ser así, entonces no cabía descartarlas 
como las responsables del valor vacunal de la fracción. Para llevar a cabo esta 
determinación se separaron de la fracción en estudio sus posibles componentes 
glicolipídicos de los proteicos, extrayendo los primeros con dos mezclas distintas de 
disolventes orgánicos. Posteriormente, se analizó la composición de ambos extractos 
orgánicos mediante cromatografía de capa fina. El procedimiento fue el siguiente. 
 
Se partió de 1 mg de la fracción solubilizada con TX-100. La muestra, tras su 
Material y Métodos 
 44
liofilización, fue resuspendida en 1 mL de cloroformo:metanol (2:1). Posteriormente se 
dividió en dos alícuotas de 0,5 mL (denominadas A y B). Cada alícuota se procesó por 
separado siguiendo protocolos muy similares, aunque con pequeñas diferencias. 
 
1. Adición de 2 mL de cloroformo:metanol (2:1) a cada alicuota y 
homogenizción por ultrasonidos durante 30 minutos. 
 
2. Centrifugación: 25 minutos, 4.500 rpm, a 18 ºC. 
 
3. Recuperación de los sobrenadantes, desecado y resuspensión en 200 µL 
(Alícuota A) y 50 µL (Alícuota B) de cloroformo:metanol 2:1 (Primeros 
extractos orgánicos). 
 
4. Adición a los sedimentos obtenidos en la centrifugación del punto 2, de 2,5 
mL de cloroformo:metanol (2:1) y de 150 µL de agua. Homogenización por 
ultrasonidos durante 30 minutos. 
 
5. Centrifugación: 25 minutos, 4.500 rpm a 18 ºC. 
 
6. Recuperación del sobrenadante, que contiene la fracción soluble en 
cloroformo:metanol:agua. Desecado y resuspensión en 200 µL (Alícuota A) y 
50 µL (Alícuota B) de cloroformo:metanol:agua. (Segundos extractos 
orgánicos). Desechado de los sedimentos de la centrifugación del punto 5. 
 
7. Análisis de los extractos orgánicos por cromatografía en capa fina. Se 
realizaron dos cromatografías distintas, una para cada alícuota: 
 
a. Alícuota A: 7 µl del primer extracto y 10 µl del segundo (junto con 5 
µL de gangliósidos de cerebro bovino, que se utilizaron como patrón 
de referencia) fueron cargados en una membrana de silicagel. La 
membrana se depositó en una cubeta vertical con una mezcla de 
cloroformo:metanol:agua en proporción 65:25:4, que se utilizó como 
fase móvil. Tras unos 30 minutos de incubación a temperatura 
ambiente, los que necesitó la fase móvil para ascender por capilaridad, 
la membrana se extrajo de la cubeta, se secó al aire y se pulverizó con 
una mezcla de orcinol 0,1% + ácido sulfúrico 20% en agua, para 
revelar su contenido. 
 
b. Alícuota B: se cromatografió de modo similar excepto por el volumen 
de las muestras, que en este caso fueron 10 µL de cada extracto, y por 
la composición de la fase móvil, que ahora fue 
cloroformo:metanol:agua 45:45:10. 
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IV. VACUNACIÓN: ADYUVANTES E 
INMUNOMODULADORES 
  
En todos los ensayos de vacunación realizados, el extracto antigénico en estudio 
fue administrado a los animales junto con un adyuvante. En algunos experimentos, 
además del adyuvante, se administró también un inmunomodulador. 
 
En este apartado se hace una relación de los adyuvantes e inmunomoduladores 
utilizados y de sus proveedores, o bien, cuando fueron obtenidos en el laboratorio, de su 
protocolo de preparación.  
  
 
4.1. ADYUVANTES 
 
Se utilizaron los siguientes: 
 
4.1.1. Adyuvantes de Freund (FAs). 
 
Adyuvante completo de Freund (FCA): SIGMA, ref. F-5881 
Adyuvante incompleto de Freund (FIA): SIGMA, ref. F-5506. 
 
4.1.2. Saponinas. 
 
Saponina: SIGMA, ref. S4521 
 
4.1.3. Hidróxido de aluminio (Al(OH)3, Alum). 
 
Este adyuvante se preparó en el laboratorio siguiendo el protocolo descrito por 
Harlow y Lane (1988). La preparación consistió en precipitar el alum en presencia del 
antígeno para que este último quedase atrapado en el precipitado. 
 
1. Dilución del antígeno en PBS: 0,8 mg en 2,5 mL. 
 
2. Adición de 1 mL de AlK(SO4)2 al 10% con agitación suave. 
 
3. Adición de NaOH 0,25 N, gota a gota, en agitación, hasta alcanzar un pH de 
6,5. Incubación durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
 
4. Centrifugación: 2500 rpm, 10 minutos a temperatura ambiente. Recuperación 
del sobrenadante. 
 
7. Resuspensión del sedimento en 2 mL de agua y centrifugación a 2500 rpm, 10 
minutos a temperatura ambiente. Desechado del sobrenadante y resuspensión 
del sedimento en otros 2 mL de agua.  
 
8. Incubación: 10 minutos a temperatura ambiente.  
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9. Centrifugación: 10.000 g, 10 minutos a temperatura ambiente. Desechado del 
sobrenadante y resuspensión del sedimento en suero salino hasta 2 mL de 
volumen final. Esta suspensión es la que se administró a los animales. 
 
10. Determinación de la ausencia de proteínas en el sobrenadante del punto 4, por 
el método de Bradford (1976) y por SDS-PAGE, para confirmar que precipitó 
el 100% del antígeno. Desechado de dicho sobrenadante. 
 
4.1.4. Poliacrilamida. 
 
El gel de poliacrilamida posee propiedades inmunoestimuladoras y su uso como 
adyuvante está descrito en  protocolos experimentales de inmunización de animales 
(Harlow y Lane, 1988). En algunos experimentos se aprovecharon esas propiedades 
inmunoestimuladoras administrando los antígenos separados por SDS-PAGE junto con 
el gel en el que se habían resuelto. Para ello, los fragmentos de gel que contenían los 
antígenos de interés se trituraron haciéndolos pasar a través de una serie de agujas de 
calibre decreciente. La pasta fluida resultante se administró como tal o emulsionada con 
los adyuvantes de Freund. 
 
 
4.2. INMUNOMODULADORES 
 
Por razones que se expondrán en el experimento correspondiente, en determinadas 
inmunizaciones nos interesó manipular algún aspecto concreto de la respuesta 
inmunitaria. Con ese fin se administró, además del antígeno y del adyuvante, un 
inmunomodulador. Los cuatro utilizados fueron: 
 
Lipopolisacárido bacteriano (LPS): SIGMA, ref. L3129 
 
CD40L soluble recombinante: Bender MedSystems, ref. BMS 308 
 
Anticuerpo policlonal anti-Interleucina-10: CHEMICON, ref. AB1416 
 
Factor de veneno de cobra (CVF): SIGMA, ref. C8406 
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V. ENSAYOS DE VACUNACIÓN 
 
 
En todos los casos, los extractos/proteínas en estudio se administraron por vía 
subcutánea, repartiendo la dosis en 4 puntos. En todos los casos, también, los extractos 
vacunales se administraron en 3 dosis y, salvo que se indique otra cosa, la primera 
siempre con el adyuvante completo de Freund (FCA), la segunda, con el incompleto 
(FIA) y la tercera en PBS; el intervalo entre dosis, en todos los casos fue de 15 días. 
Como regla general, los animales se sangraron inmediatamente antes de la 
administración de la primera dosis (tiempo 0) y a los 7 días de la tercera dosis, en el 
momento de poner los ejemplares del parásito sobre los animales para ver la acción de 
las vacunas. Puesto que el tamaño de las dosis y otros parámetros variaron mucho de 
unas pruebas a otras (dependiendo de la disponibilidad de antígeno, etc.), así como el 
número de animales a los que fueron administradas, en las tablas A-Q recogemos las 
particularidades concretas de cada prueba, primero con antígenos salivales y, después, 
con antígenos ocultos de tubo digestivo. 
 
 
5.1. ENSAYOS CON ANTÍGENOS SALIVALES 
 
Tabla A. Protocolo de vacunación de cerdos con el SGE-2, para ver si la dosis, o la eliminación de los 
componentes antigénicos del extracto (SGE-2-NI) influye en la respuesta antigarrapata (inhibidora o 
no de la toma de sangre). 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis 
 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 SGE-2 500 µg  FCA-FIA-PBS 
2 3 SGE-2 750 µg FCA-FIA-PBS 
3 3 SGE-2-NI 500 µg FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla B. Protocolo de vacunación de cerdos con los componentes salivales Oe70 y Oe50, purificados 
por electroelución, para ver si esos componentes (que no reconoce nunca el sistema inmune en 
condiciones naturales, pero sí tras la administración del SGE-2 con los adyuvantes de Freund) son los 
responsables, en conjunto o por separado de la inhibición de la toma de sangre observada por 
Astigarraga et al. (1995). En la prueba se volvió a repetir la vacunación con el SGE-2-NI para ver si 
los nuevos resultados nos ayudaban a interpretar los vistos en la prueba precedente. 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 Oe70 + Oe50 10 + 10 µg  FCA-FIA-PBS 
 
2 1 Oe70 10 µg Poliacrilamida + 
FCA-FIA-PBS 
3 3 SGE-2-NI 500 µg FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
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Tabla C. Protocolo de vacunación de cerdos con la Oe70 purificada por HPLC para comprobar si su 
posible valor protector podía depender del estado (nativo o desnaturalizado) y de la dosis vacunal. 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 Oe70 10 µg  FCA-FIA-PBS 
2 3 Oe70 50 µg FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla D. Protocolo de vacunación de cerdos con SGE-2, SGE-2-NI, extracto de gránulos y Oe70 para 
ver si la respuesta (inhibidora o no de la toma de sangre) depende: (i), del tipo de adyuvante 
(FAs/saponina); (ii), del estado soluble o particulado del antígeno (SGE-2/gránulos); (iii), de que los 
componentes salivales no inmunogénicos (SGE-2-NI) se administren en un medio dominado por 
citocinas proinflamatorias (las inducidas por el LPS) capaces de neutralizar a las posibles moléculas 
anti-inflamatorias presentes en el extracto.  
 
Grupo No. Cerdos 
/grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 SGE-2 500 µg saponina 
2 3 SGE-2-NI 50 µg LPS + 
FCA-FIA-PBS 
3 2 Gránulos 500 µg FCA-FIA-PBS 
4 1 Gránulos 500 µg saponina 
5 1 Oe70 (HPLC) 10 µg saponina 
Control 1 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
Control 1 PBS 1 mL saponina 
 
 
 
Tabla E. Protocolo de vacunación de cerdos con la Oe20 purificada por HPLC de intercambio 
aniónico y con las proteínas de peso molecular inferior a 15 kDa, purificadas por electroelución, a fin 
de comprobar: (i) si administrando sola a la Oe20 se podía conseguir que la reconociesen todos los 
cerdos, al contrario de lo que ocurre cuando se administra con el SGE-2/SGE-2-NI que unos la 
reconocen (los que inhiben la toma de sangre) y otros no (los que no inhiben); (ii), si administrando 
solos a todo el grupo de componentes salivales de bajo PM (<15 kDa) (entre los que se encuentran 
todos los antihemostáticos, al menos en el caso de O. moubata) se podía forzar su reconocimiento, lo 
que no ocurre cuando se administran formando parte del SGE-2/SGE-2-NI. 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 Oe20 12µg  FCA-FIA-PBS 
2 2 < 15 kDa 60 µg FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
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Tabla F. Protocolo de vacunación de cerdos con el SGE-2, incubado previamente con CD40L o con 
un suero inmune, a fin de comprobar: (i) si mediante la neutralización del ligando que el parásito 
posee en su saliva para CD40L (mediante la incubación con esa misma molécula) era posible que el 
sistema inmune de los animales reconociese a todos los componentes no inmunogénicos del extracto 
vacunal; (ii), si mediante la incubación del SGE-2-NI con un suero que reconoce la proteína Oe20, los 
complejos antígeno-anticuerpo podían facilitar la respuesta frente a esa proteína, que sólo 
excepcionalmente es reconocida por algunos animales. 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 1 SGE-2 500 µg FCA-FIA-PBS 
2 1  
SGE-2 + CD40L 
500 µg + 10 µg 
500 µg + 5 µg 
500 µg + 5 µg 
 
FCA-FIA-PBS 
3 1 SGE-2-NI +  
suero inmune 
300 µg + 40 µL FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS PBS FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla G. Protocolo de vacunación de cerdos (i) con un SGE-2 incubado con un anticuerpo anti-
interleucina-10 (IL-10) para ver si así era posible neutralizar al análogo de la citocina presente en el 
extracto -y con ello posibilitar la respuesta frente al resto de sus componentes-; (ii), con un SGE-2 
totalmente libre del antagonista de CD40L para hacer posible las respuestas T-dependientes frente al 
resto de los componentes salivales. 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 1 SGE-2 + anti-IL-10 500 µg + 10 µg FCA-FIA-PBS 
 
2 
 
1 
SGE-2 sin 
antagonista de 
CD40L 
 
500 µg  
 
FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS PBS FCA-FIA-PBS 
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5.2. ENSAYOS CON EXTRACTOS DE MEMBRANAS DE TUBO DIGESTIVO 
(EMTD). 
 
Para estos ensayos indicamos, concretamente, el número y tipo de ejemplares de 
O. erraticus puestos sobre los animales para ver la acción vacunal, por haber variado 
mucho este parámetro de unas pruebas a otras, por los motivos que damos en otro 
apartado. 
 
 
Tabla H. Protocolo de vacunación de cerdos con un extracto de membranas de tubo digestivo tomado 
de ejemplares a las 6 horas postalimentación (TD6h). A los 30 días de la tercera dosis los animales del 
grupo 1 recibieron una nueva dosis vacunal (150 µg en PBS). Ejemplares puestos sobre cada animal: 
25 machos, 15 hembras y 100 ninfas-3. 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 TD6h 150 µg  FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla I. Protocolo de vacunación de conejos con un TD6h similar al utilizado en cerdos en la prueba 
precedente para ver si en los nuevos animales también muestra una acción protectora. Ejemplares 
puestos sobre cada animal: 25 machos, 15 hembras y 100 ninfas-3. 
 
Grupo No. Conejos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 TD6h 100 µg  FCA-FIA-PBS 
Control 1 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla J. Protocolo de vacunación de conejos con extractos de membranas del tubo digestivo para ver: 
(i), la influencia del adyuvante (o, lo que es lo mismo, la del tipo de respuesta Th1/Th2 por ellos 
inducida) y la del estado fisiológico de los ejemplares de los que se obtiene el extracto (ayunas/ 6h 
postalimentación) en la acción protectora; (ii), el posible valor protector de las proteínas (material 
hidrosoluble) que todavía se liberan al medio tras la lisis osmótica y congelación de los TD (ver nota 
en el apartado 3.2.2); (iii), si los componentes responsables de la protección se encuentran en la 
fracción de los solubilizables (proteínas de membrana) o insolubilizables (restos tisulares) con TX-
100. Ejemplares puestos sobre cada animal: 25 machos, 15 hembras, 100 ninfas-3 y 100 larvas. 
 
Grupo No. Conejos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 TD ayunas 100 µg  FCA-FIA-PBS 
2 3 TD6h 100 µg FCA-FIA-PBS 
3 3 Material hidrosoluble 100 µg FCA-FIA-PBS 
4 3 Proteínas de membrana 100 µg FCA-FIA-PBS 
5 3 Restos tisulares 
insolubles 
100 µg FCA-FIA-PBS 
6 3 TD6h 100 µg ALUM 
Control 3 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
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Tabla K. Protocolo de vacunación de ratones con TD6h para ver si en estos animales ejerce la misma 
acción protectora que en los precedentes y, en el caso de ser así, poder llevar a cabo la prueba que se 
describe en la tabla siguiente. Ejemplares puestos sobre cada animal: 50 ninfas-2 y 50 larvas (primera 
infestación); 50 ninfas-2 (segunda infestación). 
 
Grupo No. Ratones/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 5 TD6h 50 µg  FCA-FIA-PBS 
Control 5 PBS 250 µL FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla L. Protocolo de la prueba para determinar el papel del complemento en la acción protectora de 
los TD6h. Para ello, los grupos de ratones que figuran en la tabla anterior se subdividieron en dos 
(para igualar a éstos, sólo 2 animales por grupo) y a los 21 días de la tercera dosis se les dio una nueva 
de recuerdo, igual a la precedente. A los 7 días de esta cuarta dosis, dos de los vacunados y 2 controles 
se trataron con 10 unidades/ratón de factor de veneno de cobra (CVF), administrado en 100 µL de 
PBS, por vía intraperitoneal. A las 48 horas del tratamiento se pusieron sobre los animales los 
ejemplares del parásito (50 ninfas-2). 
 
Grupo No.Ratones/ 
grupo 
Revacunación Factor de veneno de 
cobra 
Infestación con  
O. erraticus 
1 2 TD6h + PBS 10 unidades 50 ninfas-2 
1 2 TD6h + PBS ---- 50 ninfas-2 
Control 2 PBS 10 unidades 50 ninfas-2 
Control 2 PBS --- 50 ninfas-2 
 
 
 
Tabla M. Protocolo de vacunación de ratones para ver, dentro de las proteínas de TD solubilizables 
con Tritón X-100, la fracción (catiónicas, aniónicas, neutras) en la que se encuentran las 
responsables de la protección. Como controles positivos se pusieron dos grupos, uno tratado con el 
extracto completo de membranas (TD6h) y otro sólo con las solubilizables con Tritón X-100 
(proteínas de membrana). Ejemplares puestos sobre cada animal: 50 ninfas-2. 
 
Grupo No. Ratones/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 5 TD6h 50 µg FCA-FIA-PBS 
2 5 Proteínas de membrana 50 µg FCA-FIA-PBS 
3 5 Proteínas catiónicas 4 µg FCA-FIA-PBS 
4 5 Proteínas aniónicas 2 µg FCA-FIA-PBS 
5 5 Proteínas neutras 50 µg FCA-FIA-PBS 
Control 5 PBS PBS FCA-FIA-PBS 
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Tabla N. Protocolo de vacunación de conejos con los mismos antígenos que los utilizados en ratones 
en la prueba precedente para comprobar determinados aspectos de la acción protectora de la vacuna 
(ver más adelante) en función del tiempo que llevan en ayunas los ejemplares de la garrapata. 
Ejemplares puestos sobre cada animal: 50 ninfas-2, cultivo de laboratorio, ayunadas 1 mes (primera y 
segunda infestación); lo mismo más 50 ninfas-2, de campo, previsiblemente ayunadas durante  6 
meses (tercera infestación). 
 
Grupo No. Conejos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 Proteínas de membrana 100 µg FCA-FIA-PBS 
2 3 Proteínas catiónicas 10 µg FCA-FIA-PBS 
3 3 Proteínas aniónicas 7 µg FCA-FIA-PBS 
4 3 Proteínas neutras 100 µg FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS PBS FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla O. Protocolo de vacunación de cerdos para caracterizar por su PM a las proteínas de TD 
responsables de la protección. Para ello, la fracción de las solubilizables con TX-100 se separaron por 
SDS-PAGE, cortándose el gel en tres partes, que se administraron directamente a los animales (para 
asegurarnos que no perdíamos ningún componente de los presentes en la fracción). Como controles 
positivos se incluyeron 2 grupos, uno tratado con todo el TD6h y otro con la fracción completa de las 
solubilizables en TX-100. A todos los animales de la prueba, a los 7 días de la primera infestación se 
les dio una dosis de recuerdo igual a la tercera. Ejemplares puestos sobre cada animal: 50 ninfas-1 
ayunadas 1 mes, más 50 ninfas-2 y 50 ninfas-3 ayunadas unos 7-8 meses (primera infestación); 50 
ninfas-1 ayunadas un mes, más 50 ninfas-2 ayunadas 7 meses (segunda infestación tras una dosis de 
recuerdo). 
 
Grupo No. Cerdos/ 
grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 TD6h 150 µg FCA-FIA-PBS 
2 2 Proteínas de membrana 150 µg FCA-FIA-PBS 
3 2 Proteínas > 200 kDa 60 µg FCA-FIA-PBS 
+ poliacrilamida 
4 2 Proteínas 200-19 kDa 200 µg FCA-FIA-PBS 
+ poliacrilamida 
5 2 Proteínas < 19 kDa 70 µg FCA-FIA-PBS 
+ poliacrilamida 
Control 2 PBS PBS FCA-FIA-PBS 
 
 
Material y Métodos 
 53
 
Tabla P. Protocolo de vacunación de cerdos para comprobar: (i), si los adultos (fuente habitual del 
extracto vacunal), siguen expresando las moléculas responsables de la protección a las 72 horas 
postalimentación; (ii), si el tubo digestivo de Ninfas-1 es una mejor fuente de esas moléculas al ser 
esta fase evolutiva una de las más afectadas por la vacuna; (iii), si la presencia de anticuerpos frente a 
los antígenos salivales influye en la eficacia de la vacuna. La posibilidad anterior se basa en el hecho 
de que la saliva del parásito es una potente inhibidora de la activación del complemento (Astigarraga 
et al., 1997); si el sistema no se activa (porque los cerdos no han tenido ningún contacto con la 
garrapata) cabe pensar que las moléculas inhibidoras quedarán en fase fluida, pudiendo así ser 
ingeridas con la sangre, ejerciendo su acción en el tubo digestivo de la garrapata; el fenómeno anterior 
podría disminuir la eficacia de la vacuna (al menos en un primer contado) al estar mediada la muerte 
de los ejemplares por el complemento. Para la inducción de anticuerpos antigarrapata, se pusieron 
sobre los animales (grupo 3) 50 adultos inmediatamente antes de la administración de cada una de las 
dosis vacunales. Ejemplares puestos sobre cada animal para ver la acción de la respuesta: 50 ninfas-1 
ayunadas unos 3-4 meses (3 infestaciones). 
 
Grupo No. cerdos 
/grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 1 TD6h adultos 150 µg FCA-FIA-PBS 
2 1 TD72h adultos 150 µg FCA-FIA-PBS 
3 1 Infestación +   
TD6h adultos 
50 picaduras +  
150 µg 
 
FCA-FIA-PBS 
4 1 TD6h ninfas-1 150 µg FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla Q. Protocolo de vacunación de cerdos para comprobar si la molécula responsable de la acción 
protectora del TD es una de 45 kDa, que el parásito expresa en su tubo digestivo entre las 6-72 horas 
postalimentación (único periodo en el que los extractos de membranas del tubo digestivo inducen una 
respuesta protectora). Para ello, los componentes del TD tomado a las 48 horas se separaron por SDS-
PAGE, sacándose del gel la banda correspondiente a la proteína en cuestión; ésta se administró 
directamente, sin electroeluir, para evitar posibles pérdidas ya que se encuentra en cantidades muy 
pequeñas. Como control positivo se puso un cerdo al que se le administró el TD6h completo. 
 
Grupo No. cerdos 
/grupo 
Antígeno Dosis Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 1 TD6h adultos 150 µg FCA-FIA-PBS 
2 1 Banda de 45 kDa 5 µg FCA-FIA-PBS 
+ poliacrilamida 
Control 2 PBS 1 mL FCA-FIA-PBS 
 
 
Material y Métodos 
 54
 
 
 
VI. PARÁMETROS ANALIZADOS PARA DETERMINAR LA 
ACCIÓN DE LA RESPUESTA INDUCIDA POR LOS 
DIFERENTES EXTRACTOS VACUNALES 
 
 
Como norma general, para determinar el valor de la respuesta inducida por los 
diferentes extractos/moléculas, los ejemplares de O. erraticus  se pusieron sobre los 
animales a los 7 días de la tercera dosis y, salvo excepciones, también a los 14 o en 
semanas sucesivas. El número de ejemplares y fases evolutivas que se pusieron sobre 
cada animal (vacunados y controles), así como los parámetros que se analizaron sobre 
tales ejemplares variaron según el tipo de antígeno vacunal. A continuación señalamos 
los determinados en cada caso. 
 
 
6.1. CON MOLÉCULAS/EXTRACTOS DE GLÁNDULAS SALIVALES 
 
Número de ejemplares puestos sobre cada animal: 25 machos, 15 hembras y 100 
ninfas-3. Parámetros determinados: 
 
1. Tiempo que tardó en alimentarse y desprenderse espontáneamente el primer 
ejemplar (adulto e inmaduro). 
2. Porcentaje de ejemplares alimentados y desprendidos espontáneamente en una 
hora. 
3. Cantidad de sangre ingerida (peso a las 24 horas postalimentación -cuando los 
ejemplares ya han terminado de eliminar el fluido coxal- menos peso en 
ayunas). 
5. Fecundidad de las hembras. De los adultos alimentados sobre cada cerdo se 
separaron, en botes individuales, 10 lotes, formados, cada uno, por una 
hembra y dos machos. Sobre estos lotes se determinaron: 
   i. Número de hembras que realizaron la puesta 
   ii.  Número de  huevos puestos por cada hembra 
iii. Porcentaje de huevos viables (100 x número de larvas / 
número de huevos). 
 5. Porcentaje de muda de los inmaduros 
 6. Mortalidad de los ejemplares a los 3 meses postalimentación 
 
 
6.2. CON ANTIGENOS OCULTOS DE TUBO DIGESTIVO 
 
Parámetro determinados. 
 
1. Tiempo que tardó en alimentarse y desprenderse espontáneamente el primer 
ejemplar (adulto e inmaduro). 
2. Porcentaje de ejemplares alimentados y desprendidos espontáneamente en una 
hora. 
3. Cantidad de sangre ingerida (ver apartado precedente) 
4. Fecundidad de las hembras (ver apartado precedente) 
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5. Porcentaje de mortalidad de los ejemplares inmaduros a las 48-72 horas y 15 
días postalimentación 
6. Porcentaje de muda de los inmaduros entre los ejemplares supervivientes. 
7. Porcentaje de mortalidad de los ejemplares adultos a los tres meses 
postalimentación. 
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VII. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
 
Todos los parámetros analizados en los ejemplares alimentados sobre los 
hospedadores, tanto inmunizados como controles, se sometieron a un análisis de la 
varianza (ANOVA) de dos vías, usando como factores de variación el tratamiento 
antigénico y la infestación (primera, segunda, etc.). En los casos en los que se 
obtuvieron unos valores significativos, se utilizó el test de la t de Student para realizar 
comparaciones entre dos grupos (sensibilizados versus controles) o el test de ANOVA 
para buscar diferencias concretas entre tres o más grupos, contrastando con los test de la 
F de Scheffe, el de Fisher y el de Dunnet. Las diferencias se consideraron significativas 
para una probabilidad de error del 5% y altamente significativas para una probabilidad 
de error del 1%. 
 
Todos los datos se exponen como la media aritmética del grupo más/menos la 
desviación estándar, salvo en aquello casos en los que el grupo experimental estaba 
constituido por un único animal o en los que, por la gran variabilidad interindividual 
dentro de un determinado grupo, estimamos oportuno exponer datos individuales.  
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I. VACUNACION CON EXTRACTOS/MOLÉCULAS SALIVALES 
 
 
1. Con extractos completos de glándulas salivales (SGE-2) para ver: 
 
1.1. El efecto de la dosis (500/750 µg). 
 
Como se observa en la figura 1, los niveles de IgM e IgG totales y subclases 
(IgG1/IgG2) inducidos en los cerdos vacunados con una u otra dosis, fueron totalmente 
similares y, a su vez, prácticamente idénticos a los obtenidos por Astigarraga et al. 
(1995), para las IgG totales, con la primera de las dosis indicadas. 
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Figura 1. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgM, IgG y de las subclases IgG1 e IgG2 en 
los cerdos control (tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los cerdos vacunados 
con 500 µg ó 750 µg de SGE-2. 
 
Como puede verse en la tablas I, II y III, ninguno de los parámetros determinados 
sobre los ejemplares puestos sobre los cerdos vacunados varió en función de la dosis, ni 
tampoco registraron variación significativa alguna respecto a los alimentados sobre los 
cerdos controles. En relación con estos resultados sólo cabe destacar que sobre los 
cerdos vacunados los ejemplares tardaron en alimentarse algo más que sobre los 
controles, tomando, a su vez, algo menos de sangre (salvo los machos), lo que en el 
caso de la hembras se tradujo en una pequeña caída en el número de huevos puestos por 
cada una de ellas. 
 
No obstante, y puesto que las diferencias fueron muy poco o nada significativas 
cabe decir, pues, que en nuestra prueba la respuesta inducida por los SGE-2, con 
independencia de la dosis, careció por completo de valor protector. 
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Tabla I. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con diferentes 
dosis de SGE-2, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 
 
 
1ª INFESTACIÓN 
 
2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno 
Fase 
evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
9,3±0,6 
16±2 
8,3±0,3 
 
76,33±12,4 
93,3±3,7 
87±6 
 
 
10±1,7 
14,6±3,1 
4,3±0,8 
 
100±0 
100±0 
100±0 
500 µg SGE-2 Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
14±1 
26,3±2,3 * 
14,3±4,7 
87,6±6,7 
79,6±16,9 
81,3±9,8 
 
13,3±0,3 
22,6±4,3 
7,3±1,4 
95,3±2,6 
100±0 
86,6±8,8 
750 µg SGE-2 Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
11,3±1,8 
19,6±1,6 
13,3±1,6 
92±2,3 
93,3±6,6 
90,3±3,7 
 
15±2,8 
17,3±1,4 
8,6±1,3 
98±2 
90,3±9,6 
89,3±5,8 
* p < 0,05 respecto al control 
 
Tabla II. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de 
O. erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con las 
diferentes dosis de SGE-2, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,3±0,3 
23,3±6,6 
2,1±0,2 
 
 
4,8±0,3 
13,3±0,9 
3,1±0,1 
500 µg SGE-2  Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
4,7±0,2 * 
18,1±1,1 
1,5±0,1 * 
 
3,6±0,3 * 
13,1±1,1 
3,1±0,3 
750 µg SGE-2  Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
3,9±0,2 
15,1±1,1 
1,8±0,1 
 
4,5±0,2 
16,5±1,2 * 
2,4±0,2 * 
* p < 0,05 respecto al grupo control 
 
Tabla III. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados 
por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con las diferentes dosis de SGE-
2, en las dos infestaciones (media ± DE). Muda (%) de las ninfas-3 en las dos infestaciones 
(media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Antígeno 
No. 
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
 
102,6±6,9 
 
91,2±6,5 
 
90,4±3,4 
 
85,3±4,1 
 
65,3±4,9 
 
91,4±2,4 
500 µg SGE-2 
 
95±6,1 71,8±7,3 ** 80,6±6,8 78,5±7,4 60,1±6,7 80,5±13 
750 µg SGE-2 
 
78,5±6,3 * 58,8±6 ** 88,5±3,7 77,5±4,4 75,8±11,9 82,2±8 
  * p < 0,05 respecto al grupo control 
** p < 0,01 respecto al grupo control 
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1.2. El efecto del tipo de adyuvante (Freund/saponina) 
 
Aunque los niveles de IgG totales inducidos por ambos tipos de adyuvantes 
fueron muy similares, como indican los correspondientes valores de densidad óptica 
(DO) (alrededor de 2,5, Figura 2), sin embargo los niveles de IgG1 e IgG2 (únicas 
subclases de IgG determinadas) fueron notablemente más altos con los adyuvantes de 
Freund (DO alrededor de 1,5 para ambas subclases) que con la saponina (DO 
aproximadamente de 0,5 para la primera subclase y 0,2 para la segunda).  
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Figura 2. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG total y de las subclases IgG1 e IgG2 en 
cerdos control o vacunados con 500 µg de SGE-2 utilizando como adyuvantes los de 
Freund (FAs) o la saponina. 
 
Respecto a la acción de la respuesta sobre los parásitos (para los Freund, ver 
apartado precedente), en el caso de los alimentados sobre los animales tratados con 
SGE-2/saponina se observó -respecto a los alimentados sobre los controles negativos- 
un mayor tiempo de alimentación (Tabla IV) y una caída no muy pronunciada pero sí 
significativa, en la cantidad de sangre ingerida y fecundidad de las hembras (Tablas V y 
VI). 
 
Tabla IV. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 
SGE-2/saponina, gránulos/FAs y gránulos/saponina, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno Fase evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
12,5±2,5 
17,5±7,5 
7,5±2,5 
 
40,5±19,5 
55±15 
65±15 
 
7,5±7,5 
5±5 
10 
 
10,5±10,5 
15,5±15,5 
30±10 
 
SGE-2/ 
saponina 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
10,6±5,3 
21±3,6 
14,6±0,3 
11±9 
1,3±1,3 * 
38,3±14,8 
31,6±8,3 
25±7,6 
8,3±1,6 
17,3±11,3 
37,6±11,2 
23,3±3,3 
 
Gránulos/ 
FAs 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
- 
15±15 
10±10 
- 
3,5±3,5 * 
10±10 
8,5±8,5 
25±15 
12,5±2,5 
2±2 
16,5±3,5 
15±5 
 
Gránulos/ 
Saponina 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
0 
30 
10 
0 
6 
50 
25 
15 
10 
6 
50 
40 
 
* p< 0,05 respecto al control 
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Tabla V. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de O. 
erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-
2/saponina, gránulos/FAs y gránulos/saponina, en las dos infestaciones 
(media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
1,9±0,9 
9,5±3,9 
2,6±0,2 
 
2,1±0,9 
9,6±3,1 
2,5 ±0,1 
 
SGE-2/ 
Saponina 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
1,2±1 
3,9±2,4 * 
1,6±0,7 * 
1,1±0,6 
5,6±4,1 
1,5±0,5 * 
 
Gránulos/ 
FAs  
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
1,5±0,4 
1,9±0,6 * 
1,6±0,4 * 
2,8±0,1 
9,8±4,8 
2,0±0,4 
 
Gránulos/ 
Saponina 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
1,9 
10 
2,8 
2,1 
13,3 
2,3 
 
* p < 0,05 respecto al grupo control 
 
 
Tabla VI. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados 
por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2/saponina, 
gránulos/FAs y gránulos/saponina, en las dos infestaciones (media ± DE). Muda (%) de las 
ninfas-3 en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Antígeno 
No.  
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
% 
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
 
38±1,7 
 
40±6 
 
79,6±3,2 
 
32,1±11,2 
 
28,5±21,7 
 
65,1±18,4 
SGE-2/ 
Saponina 
 
 
8,4±6,1 * 
 
11,6±7,2* 
 
62,7±13,8 
 
10,5±4 * 
 
14,1±6,6 
 
51,1±10,1 
Gránulos/ 
FAs 
 
 
2,5±1* 
 
5±5 * 
 
53,4±4 
 
14,4±6,6 
 
23,1±7,2 
 
70,1±5,9 
Gránulos/ 
Saponina 
 
46,8 
 
47 
 
86,4 
 
29,6 
 
38,1 
 
78,2 
 
   * p< 0,05 respecto al grupo control 
 
 
1.3. El efecto del estado del antígeno: soluble (SGE-2) o particulado (gránulos). 
 
 De acuerdo con los resultados de Baranda (1998), la composición proteica del 
extracto de gránulos salivales es básicamente idéntica a la del SGE-2 (Figura 4A). Para 
ver si la administración del SGE-2 en estado particulado (como gránulos) cambiaba la 
acción de la respuesta lo administramos a cerdos con FAs o con saponina. 
 
Las respuestas humorales inducidas por los gránulos fueron similares a las 
inducidas por el SGE-2 con esos mismos adyuvantes. Como se observa en la figura 3, 
los niveles de IgG totales inducidas por el extracto de gránulos con ambos adyuvantes 
fueron similares entre si (en torno a una DO de 2,5) y a su vez idénticos a los 
proporcionados por el SGE-2. Sin embargo, los niveles de las subclases IgG1 e IgG2 
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inducidas por los gránulos, tanto con los FAs (DO alrededor de 0,7 para ambas 
subclases) como con la saponina (0,3 y 0, 1, respectivamente), fueron la mitad de los 
alcanzados con el SGE-2. 
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Figura 3. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG total y de las subclases IgG1 e IgG2 en 
cerdos control o vacunados con 500 µg de extracto de gránulos utilizando como adyuvantes 
los de Freund (FAs) o la saponina. 
 
En cuanto a los antígenos reconocidos por los sueros frente a los gránulos (sobre 
el extracto homólogo), fueron los mismos que los reconocidos por los sueros anti-SGE-
2 sobre el propio SGE-2 (Figura 4B). Los antígenos aludidos son los 6-8 componentes 
antigénicos de mayor peso molecular (260-90 kDa) descritos por Baranda et al. (1997) 
junto con otras dos bandas de 70 y 50 kDa, que no son inmunogénicas en condiciones 
naturales y cuyo reconocimiento sólo es posible si se administran con los adyuvantes de 
Freund, como ya observaron Astigarraga et al. (1995). En el presente experimento se 
confirma la observación anterior, ya que la saponina no sólo fue incapaz de inducir el 
reconocimiento de dichas bandas, sino que además generó respuestas aparentemente 
más débiles que los FAs. 
 
Figura 4. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: composición proteica del 
SGE-2 y del extracto de gránulos salivales. B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-
2 por los sueros de los cerdos vacunados con SGE-2 + FAs (1-3) o con SGE-2 + saponina (4-6); 
antígenos reconocidos sobre el extracto de gránulos por los sueros de los cerdos vacunados con 
gránulos + FAs (7, 8) o con gránulos + saponina (9). 
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Respecto a la acción sobre los parásitos, la respuesta frente a los gránulos fue, por 
su escasa eficacia, muy similar a la respuesta frente al SGE-2, ya que, con 
independencia del adyuvante utilizado (FAs/saponina), apenas proporcionó protección. 
Sólo se observó un retraso insignificante en la alimentación de los parásitos respecto al 
control (Tabla IV del apartado precedente) y un descenso, también respecto al control, 
en la ingesta de sangre y fecundidad de las hembras, pero que sólo fue significativo en 
la primera infestación y con los adyuvantes de Freund, no con la saponina (Tablas V y 
VI del apartado anterior). 
 
 
2. Vacunación con el SGE-2 desantigenado (SGE-2-NI). 
 
   2.1. Con SGE-2-NI obtenido con inhibidores de proteasas. 
 
Tal y como era de esperar de acuerdo con los resultados de Baranda et al. (1997), 
mediante la adición de EDTA y PMSF al medio de obtención del SGE-2, conseguimos 
un extracto en el que sus componentes antigénicos se encontraban en cantidades 
residuales (ver más adelante la figura 7). 
 
De los tres cerdos a los que se les administró este extracto, la respuesta inducida 
en uno de ellos (cerdo 269), pero no en los otros dos (267, 268) en la primera 
infestación, inhibió casi por completo la alimentación de los ejemplares de la garrapata 
(adultos y ninfas-3) (Tabla VII); el mismo resultado se obtuvo en la segunda 
infestación, aunque ahora la respuesta afectó algo menos a los machos. Lógicamente, y 
en relación con la escasa cantidad de sangre ingerida, la fecundidad de las hembras 
(número de huevos por puesta), la viabilidad de los huevos (número de los 
eclosionados) y el porcentaje de muda en el caso de los inmaduros, disminuyeron de 
una forma altamente significativa (Tabla VIII). Curiosamente, la respuesta inducida en 
los otros dos cerdos (267 y 268) careció por completo de valor protector (Tablas VII y 
VIII). 
 
Tabla VII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de O. 
erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con 500 µg de SGE-
2-NI + FAs (cerdos 267, 268 y 269), en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 
Cerdos (antígeno) 
Fase 
evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,3±0,2 
23,3±6,5 
2,1±0,2 
 
 
4,8±0,3 
13,4±0,9 
3,1±0,1 
267 (SGE-2-NI) Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
4±0,5 
20,6±1,9 
1,9±0,1 
 
5,3±0,5 
15,8±1,8 
3,4±0,08 
268 (SGE-2-NI) Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
4±0,6 
15,8±1,6 
1,9±0,1 
 
6,7±0,3 
13,9±2,4 
3,4±0,08 
269 (SGE-2-NI) Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
1,5±0,4** 
3,1±1,6** 
0,5±0,04** 
 
4,2±0,3 
3,9±2** 
1,4±0,01** 
   * p< 0,05 respecto al grupo control 
** p< 0,01 respecto al grupo control 
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Tabla VIII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos 
depositados por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2-NI + FAs 
(cerdos 267, 268 y 269), en las dos infestaciones (media ± DE). Muda (%) de las ninfas-3 
en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
Cerdo 
(antígeno) 
No.  
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
 
102±7 
 
91±6 
 
90,5±3 
 
85,3±4,1 
 
65±5 
 
91,3±4,2 
267 
(SGE-2-NI) 
 
 
107±12,7 
 
83±12 
 
85,8 
 
80,3±9,9 
 
68±9 
 
91,4 
268 
(SGE-2-NI) 
 
 
79±13 
 
70±10 
 
80 
 
101±8,4 
 
73±11 
 
96,2 
269 
(SGE-2-NI) 
 
24,7±12** 
 
15±11** 
 
19,4** 
 
12,3±8,4** 
 
7,9±5,4** 
 
50* 
 
  * p< 0,05 respecto al grupo control 
** p< 0,01 respecto al grupo control 
 
 
2.1.1. TIPO DE RESPUESTA FRENTE AL SGE-2-NI EN EL CERDO QUE 
INHIBIÓ LA ALIMENTACIÓN (269) Y EN LOS CERDOS NO 
PROTEGIDOS (TODOS LOS DEMÁS: 267 y 268). 
 
En la figura 5 puede verse que los niveles de IgG totales presentes en todos los 
cerdos (267, 268 y 269) en el momento de poner a los parásitos sobre ellos (semanas 5 y 
6) eran totalmente similares, no observándose tampoco ninguna diferencia en la 
naturaleza de los epítopos (sacarídicos/peptídicos) que reconocen, como indica la 
idéntica reactividad de los tres sueros frente al SGE-2-NI desglicosilado (Figura 6). 
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Figura 5. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los cerdos control (tratados sólo con 
los adyuvantes de Freund) y en los cerdos número 267, 268 y 269, vacunados con 500 µg 
de SGE-2-NI + FAs. Las flechas indican las semanas en las que se administró el extracto. 
Los parásitos se alimentaron sobre los cerdos en las semanas 5 y 6, coincidiendo con los 
máximos niveles de anticuerpos en todos los animales. 
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Figura 6. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los cerdos vacunados con 500 µg de 
SGE-2-NI + FAs, sobre el extracto nativo, sobre el extracto tratado sólo con el buffer de 
desglicosilación y sobre el extracto desglicosilado con metaperiodato sódico. 
 
2.1.2. COMPONENTES DEL SGE-2 RECONOCIDOS POR EL CERDO 269 Y 
POR LOS CERDOS NO PROTEGIDOS (267 y 268). 
 
Aunque a los tres cerdos (267, 268 y 269) se les administró el mismo antígeno (un 
SGE-2-NI preparado en un mismo lote, repartido después en tres alícuotas iguales), sin 
embargo, en Western Blot se observan diferencias notorias en los componentes del 
SGE-2 que reconocen los sueros de los animales no protegidos y los que reconoce el 
suero del animal que inhibió la alimentación (269). La primera de ellas (Figura 7) es 
que los sueros de los animales no protegidos (pero no el 269) reconocen a los 
componentes antigénicos del SGE-2 a pesar de que éstos, en principio, se habían 
retirado del extracto vacunal. La segunda diferencia, es que a nivel de los 20 kDa, el 
suero del cerdo 269 revela un banda con un perfil distinto que la que dan a ese mismo 
nivel los sueros de los cerdos no protegidos (Figuras 7 y 8). 
 
Figura 7. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición proteica del 
SGE-2 y del SGE-2 desantigenado (SGE-2-NI) obtenido con inhibidores de proteasas. B. 
Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 por los sueros de los cerdos vacunados 
con 500 µg de SGE-2-NI + FAs. Las flechas indican los antígenos reconocidos 
diferencialmente por el cerdo protegido (269) y por los cerdos no protegidos (267 y 268). 
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Lo anterior parecía indicar que a nivel de los 20 kDa podían existir varios 
componentes y que al reconocimiento de uno de esos componentes podría deberse la 
inhibición de la toma de sangre. Efectivamente, mediante la combinación de la 
cromatografía de intercambio iónico y fase reversa, vimos que en el SGE-2, a nivel de 
los 20 kDa, no existe un solo componente sino cuatro de los cuales uno de ellos es 
reconocido por el suero 269 pero no por los otros dos (Figura 8). 
 
Figura 8. Western Blot: antígenos reconocidos por una mezcla de los sueros 267/268 
(cerdos vacunados con SGE-2-NI + FAs pero no protegidos) y por el suero 269 (cerdo 
protegido) sobre el SGE-2 y sobre la fracción, obtenida por HPLC de intercambio catiónico 
y fase reversa, en la que aisló a la banda de 20 kDa. El circulo señala la proteína reconocida 
exclusivamente por el animal protegido. 
 
Puesto que el reconocimiento por los cerdos 267 y 268 de los componentes 
antigénicos del SGE-2 (previsiblemente porque tales componentes se encontraban en 
cantidades traza en el SGE-2-NI) podía dificultar el reconocimiento del componente de 
20 kDa -al cual, en principio, estaba asociada la protección-, para comprobarlo hicimos 
las pruebas que se describen a continuación. 
 
 
   2.2. Nueva vacunación con el SGE-2-NI tras pasar el extracto por una columna 
de afinidad con anticuerpos para asegurar la eliminación total de sus componentes 
antigénicos. 
 
Tal y como era de esperar, en el SGE-2-NI obtenido mediante la simple adición 
de inhibidores de proteasas al medio de extracción se encuentran siempre cantidades 
traza de los componentes antigénicos, observables en SDS-PAGE cuando estos se 
cargan con más proteína de lo habitual (datos no mostrados). 
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A la vista de lo anterior y para retirar a esas cantidades traza, pasamos el SGE-2-
NI por una columna de afinidad con anticuerpos tal y como se describe en el apartado 
3.1.2. de Materiales y Métodos. Mediante este procedimiento conseguimos eliminar, 
efectivamente, a esas cantidades traza (Figura 9). 
 
Cuando este nuevo SGE-2 NI se administró a cerdos para ver si reproducíamos 
los resultados obtenidos con el cerdo 269, la respuesta no afectó en ningún aspecto a los 
ejemplares de la garrapata (tablas IX y X). 
 
 
Tabla IX. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 
SGE-2-NI completamente desantigenado, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno 
Fase 
evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
20±11,5 
26,6±3,3 
11,6±1,6 
 
23,6±18,4 
33,3±7,7 
69,3±8,2 
 
 
16,6±6,6 
23,3±1,6 
10 
 
40±10 
53,3±8,8 
80±5,7 
 
SGE-2-NI 
 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
 
18±2 
24±5,8 
13±3 
 
18,3±6,3 
35,6±19,7 
61,6±8,3 
 
16,6±1,6 
21,6±1,6 
8,3±1,6 
 
33,3±6,6 
43,3±18,5 
70±4,7 
 
 
 
Tabla X. Cantidad de sangre ingerida por todas las fases evolutivas (mg); número y 
viabilidad (%) de los huevos depositados por las hembras y porcentaje de muda de las 
ninfas-3 registrados entre los ejemplares alimentados, sobre los cerdos control o vacunados 
con SGE-2-NI completamente desantigenado, en la primera infestación (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno  Fase 
evolutiva 
mg de  
sangre 
No. 
huevos 
% 
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
 
2,6±0,6 
15,4±1,4 
2,38±0,15 
 
24,4±7,6 
- 
- 
 
29,8±8,1 
- 
- 
 
- 
- 
92,6±4,1 
 
SGE-2-NI Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
2,6±0,2 
11,6±1,7 
2,44±0,16 
22,1±7,1 
- 
- 
26,4±7,8 
- 
- 
- 
- 
80±3,6 
 
 
A diferencia de los cerdos 267 y 268, los sueros de los nuevos animales no 
revelaron, en Western Blot, a ninguno de los antígenos del SGE-2 (Figura 9). Sin 
embargo, a nivel de los 20 kDa dieron bandas similares a las de los sueros señalados, 
pero, de perfil distinto, como ya se ha indicado, a la que da el suero 269. 
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Figura 9. A. SDS-PAGE teñido con plata: composición proteica del SGE-2 y del SGE-2-
NI obtenido con inhibidores de proteasas y filtrado por una columna de afinidad para retirar 
las trazas de antígenos (260-158, 100 y 90 kDa). B. Western Blot: antígenos reconocidos 
sobre el SGE-2 por los sueros de los cerdos vacunados con SGE-2-NI completamente 
desantigenado (1, 2 y 3) y por los sueros 269 (protegido) y 267 y 268 (no protegidos).  
 
 
   2.3. Nuevos intentos para forzar el reconocimiento del componente de 20 kDa 
mediante la administración del SGE-2-NI con el lipopolisacárido bacteriano o 
complementado con el suero del cerdo 269. 
 
De acuerdo con los resultados anteriores, el reconocimiento del componente de 20 
kDa parecía una condición imprescindible para conseguir la inhibición de la toma de 
sangre. Con el propósito de forzar tal reconocimiento, se vacunaron nuevos cerdos con 
el SGE-2-NI, pero ahora administrado junto con lipopolisacárido bacteriano (LPS) para 
generar, en el momento y lugar de la presentación antigénica, un microambiente 
proinflamatorio que neutralizase a las posibles moléculas anti-inflamatorias del SGE-2-
NI. Por otra parte, y para comprobar si la formación de complejos inmunes con el 
antígeno de 20 kDa facilitaban su captura y presentación, también se administró el 
SGE-2-NI previamente incubado con el suero del cerdo 269 a un cerdo adicional. 
 
Las nuevas respuestas frente al SGE-2-NI, administrado en las condiciones que se 
acaban de indicar, fueron similares a todas las anteriormente inducidas frente a este 
extracto, tanto en los niveles de IgG total y de las subclases IgG1 e IgG2 (Figuras 10 y 
11), como en el número y tipo de antígenos reconocidos sobre el SGE-2 (Figura 12). 
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Acerca de tales antígenos, es preciso señalar que, como era previsible, los sueros 
obtenidos en el presente experimento no reconocieron a ninguno de los componentes 
antigénicos (bandas superiores a los 90 kDa), pero tampoco reconocieron al componente 
de 20 kDa revelado por el suero 269. 
 
En relación con esta falta de reconocimiento, las respuestas anteriores carecieron 
por completo de acción protectora, como muestra la ausencia de diferencias 
significativas -respecto del grupo control- en todos los parámetros determinados y 
especialmente en la ingesta de sangre (Tablas XI, XII y XIII). 
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Figura 10. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los cerdos control y en los 
vacunados con 50 µg de SGE-2-NI junto con lipopolisacárido bacteriano (SGE-2-NI/LPS) 
o con SGE-2-NI previamente incubado con el suero inmune 269 (SGE-2-NI/269). Las 
flechas indican las semanas en las que se administró el extracto. Los parásitos se 
alimentaron sobre los cerdos en las semanas 5 y 6, coincidiendo con los máximos niveles 
de anticuerpos en todos los animales. 
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Figura 11. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG total y de las subclases IgG1 e IgG2 
en cerdos control o vacunados con 50 µg de SGE-2-NI + LPS o con SGE-2-NI incubado 
previamente con el suero inmune 269. 
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Figura 12. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata: composición proteica del SGE-2-NI 
sin trazas de componentes antigénicos (bandas de 260-158, 100 y 90 kDa). B. Western 
Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 por los sueros de los cerdos vacunados con 
SGE-2-NI + LPS (1, 2 y 3); por el suero del cerdo vacunado con SGE-2-NI previamente 
incubado con el suero 269 (4) y por el propio suero 269. 
 
 
Tabla XI. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2-NI + 
LPS y SGE-2-NI + suero 269, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno 
Fase 
evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
12,5±2,5 
17,5±7,5 
7,5±3,5 
 
47,5±19,5 
48,3±15 
52,5±15 
 
9±5 
12,5±5 
10±5 
 
31,5±10,5 
27,8±15,5 
42,5±20 
 
SGE-2-NI 
+ LPS 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
25,3±12,7 
30,3±3,1 
19±9,4 
21,3±19 
41,6±19 
66±13 
3,6±3,3 
23,3±8,8 
11,6±1,6 
24,6±4,6 
32±16 
61,6±10,9 
 
SGE-2-NI 
+ suero 269 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
10 
20 
5 
30 
25 
40 
15 
15 
10 
40 
30 
50 
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Tabla XII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de O. 
erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2-NI + 
LPS y SGE-2-NI + suero 269, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
2,9±0,9 
12,1±3,9 
2,6±0,2 
 
3,1±0,9 
13,1±3,1 
2,6 ±0,1 
 
SGE-2-NI + 
 LPS 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
2,5±1 
9,7±2,4 
2,5±0,7 
2,8±0,6 
8,8±4,1 
2,1±0,7 
 
SGE-2-NI  
+ suero 269 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
5,4 
10 
2,8 
5 
13 
2,3 
 
 
 
Tabla XIII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados por 
las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2-NI + LPS y SGE-2-NI + suero 
269, en las dos infestaciones (media ± DE). Muda (%) de las ninfas-3 en las dos infestaciones 
(media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Antígeno 
No. 
huevos 
% 
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
 
38±1,7 
 
40±6 
 
79,6±3,2 
 
32,1±11,2 
 
28,5±21,7 
 
65,1±18,4 
SGE-2-NI 
+ LPS 
 
 
37,5±8,1 
 
34±10,6 
 
80,1±7,8 
 
20,5±4 
 
24,1±6,6 
 
62,8±14,2 
SGE-2-NI 
+ suero 269 
 
 
46,8 
 
47 
 
86,4 
 
29,6 
 
38,1 
 
78,2 
 
 
 
3. Vacunación con componentes del SGE-2/SGE-2-NI reconocidos por los sueros 
del animal protegido (cerdo 269). 
 
Ante el fracaso en el reconocimiento del componente de 20 kDa cuando fue 
administrado formando parte del SGE-2 o del SGE-2-NI (salvo en el caso del cerdo 
269) y la clara asociación entre su reconocimiento por el sistema inmune y la inhibición 
de la toma de sangre (cerdo 269), consideramos necesario purificar dicho componente y 
administrarlo como único antígeno vacunal a nuevos cerdos para confirmar su 
capacidad de inducir respuestas inhibidoras de la toma de sangre.  
 
Además, como el cerdo 269 no sólo reconoció sobre el SGE-2 a ese componente 
de 20 kDa, sino también a otros de 70 y de 50 kDa, juzgamos oportuno purificar 
también a estos otros componentes y comprobar si su reconocimiento por el sistema 
inmune se traducía en algún efecto adverso sobre los parásitos.  
 
Finalmente, dado que en ninguna de las pruebas anteriores se había conseguido 
el reconocimiento de los componentes salivales inferiores a los 15 kDa cuando se 
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administran formando parte del SGE-2 o del SGE-2-NI -y dado que en O. moubata sus 
componentes antihemostáticos tienen pesos moleculares inferiores a 15 kDa-, en 
consecuencia también fueron purificados (en este caso conjuntamente) y administrados, 
en grupo, para forzar su reconocimiento y comprobar si inducían respuestas protectoras. 
En los apartados siguientes se da cuenta de los resultados de todas estas pruebas. 
 
   3.1. Vacunación con el componente de 20 kDa (Oe20) purificado por HPLC. 
 
3.1.1. PURIFICACIÓN DEL ANTÍGENO Oe20 POR HPLC. 
 
De acuerdo con las observaciones de Baranda (1998) y nuestros propios datos 
previos, obtenidos mediante fraccionamientos del SGE-2 en función de la carga nativa 
de sus componentes con cartuchos SEP-PAK de Waters (ver apartado 3.2.3 de material 
y métodos), la molécula Oe20 es una proteína aniónica, por lo que su purificación se 
abordó primero utilizando columnas de intercambio aniónico. Al no eluir sola en un 
pico, fue necesario utilizar una segunda columna, en este caso de fase reversa, con la 
que finalmente se separó la molécula deseada. Las columnas y condiciones utilizadas en 
ambas cromatografías se especifican en el apartado 3.1.4 de Material y Métodos. 
 
En la figura 13 se muestra el cromatograma obtenido con la primera de las 
columnas señaladas. El material retenido por el intercambiador aniónico eluyó en un 
total de 7 picos de muy diferente magnitud. En los picos con tiempos de retención de 6, 
33, 39 y 51 minutos eluyeron bandas, visibles en SDS-PAGE y Western Blot (Figura 
14), con un peso molecular cercano a los 20 kDa. De ellas, la banda de interés (la 
reconocida por el suero 269) eluyó, junto con otras (reconocidas por sueros de cerdos no 
protegidos), en el pico correspondiente a los 51 minutos. 
 
Figura 13. HPLC de intercambio aniónico del SGE-2 de O. erraticus. Fase móvil: 
gradiente de 0-40 mM de NaCl en TRIS-HCl 20 mM pH 9, 80 minutos. Se indican los 
tiempos de retención de los picos recogidos y analizados en SDS-PAGE y Western Blot. La 
proteína de interés eluyó con un tiempo de retención de 51 minutos. 
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Figura 14. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul coomassie: composición de los 
siete picos recogidos en la cromatografía de la figura 13. La banda de interés, Oe20, se 
observa en el pico que eluyó a los 51 minutos. PM: estándar de pesos moleculares. B. 
Western Blot: antígenos reconocidos en el SGE-2 y en los diferentes picos del 
cromatograma por una mezcla de los sueros 267/268 y por el suero 269. El antígeno Oe20 
es reconocido sólo por el suero 269, con un perfil claramente distinto al de los otros 
antígenos presentes en ese mismo pico, que son revelados por la mezcla 267/268. 
 
 
 
Cuando el pico que eluyó a los 51 minutos se recromatografió en la columna de 
fase reversa, sus componentes se separaron en tres nuevos picos (Figura 15): uno con el 
material no retenido, que eluyó a los 1,5 minutos (0% de acetonitrilo) y otros dos, que 
eluyeron a los 15,5 y 16,5 minutos (50% y 55% de acetonitrilo, respectivamente). La 
banda de interés se separó en el pico de 16,5 minutos, donde fue reconocida por el suero 
269 mostrando su perfil característico (Figura 16). Se recuperaron unos 82 µg del 
componente Oe20, lo que supuso el 0,41% respecto del total de SGE-2 procesado (20 
mg). 
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Figura 15. HPLC de fase reversa del pico eluído a los 51 minutos en el cromatograma de la 
figura 13. Fase móvil: gradiente lineal desde 100% de agua (con 0,065% TFA) hasta 100% 
de acetonitrilo (con 0,05% TFA), 20 minutos. Se indican los tiempos de retención de los 
picos recogidos y analizados en SDS-PAGE y Western Blot. La proteína de interés eluyó 
con un tiempo de retención de 16,5 minutos. 
 
 
 
 
Figura 16. A. SDS-PAGE: composición del SGE-2 y de los tres picos recogidos en la 
cromatografía de la figura 15. PM: estándar de peso molecular. B. Western Blot: antígenos 
reconocidos por el suero 269 en el SGE-2 y en los tres picos del cromatograma. El antígeno 
Oe20 es revelado en el pico que eluyó a los 16,5 minutos. 
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3.1.2. RESPUESTA INMUNE FRENTE AL ANTÍGENO Oe20 Y ACCIÓN 
PROTECTORA DE LA MISMA. 
 
 La administración de tres dosis de 12 µg del antígeno Oe20, junto con los 
adyuvantes de Freund, fue completamente incapaz de inducir su reconocimiento por el 
sistema inmune de los cerdos. No se detectaron IgG anti-Oe20 en los sueros de los 
animales vacunados (Figura 17) ni dichos sueros revelaron antígeno alguno sobre el 
SGE-2 (Figura 18). Consiguientemente, la respuesta no afectó en absoluto a los 
parásitos, como se puede observar en las tablas XIV, XV y XVI. 
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Figura 17. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG total en los cerdos control y en los 
vacunados con tres dosis de 12 µg de Oe20 + FAs, en las semana 0, previa a la vacunación, 
y en la semana 5, a los 7 días de la tercera y última dosis de antígeno. 
 
 
 
Figura 18. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 por los sueros de los 
cerdos control y de los vacunados con tres dosis de 12 µg de Oe20 + FAs, en la semana 0, 
previa a la vacunación, y en la semana 5, a los 7 días de la tercera dosis de antígeno. 
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Tabla XIV. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 
Oe20 + FAs, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno Fase evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
10±1 
15,5±0,5 
8±0 
 
93,5±6,5 
93,5±6,5 
95±5 
 
10,5±0,5 
19±4 
7±2 
 
96±4 
81±14 
92,5±7,5 
 
Oe20 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
 
9±1 
16±1 
7,5±2,5 
 
92±8 
95±5 
92,5±7,5 
 
10±0,5 
17,5±7,5 
10±3 
 
100 
100 
100 
 
 
 
 
Tabla XV. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de O. 
erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con Oe20 + FAs, en 
las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,8±0,9 
17,2±2 
2,4±0,4 
 
2,9±0,1 
11,7±0,6 
2,25±0,15 
 
Oe20 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,3±0,1 
12,4±1,1 
1,72±0,33 
 
3,6±0,1 
16±4 
2,6±0,1 
 
 
 
 
 
Tabla XVI. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados por 
las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con Oe20 + FAs, en las dos infestaciones 
(media ± DE). Muda (%) de las ninfas-3 en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Antígeno 
No.  
huevos 
% 
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
% 
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
95,9±8,4 
 
72,3±5,8 
 
84,1±4,1 
 
66,6±5,8 
 
78,3±6,9 
 
73,7±1 
 
Oe20 
 
 
75,5±7,6 
 
69,9±6,6 
 
67,8±8,8 
 
74,1±5,8 
 
79,7±5,4 
 
88,4±2,6 
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3.1.3. SECUENCIACIÓN AMINOTERMINAL DEL ANTÍGENO Oe20. 
 
La secuencia obtenida para los 20 primeros residuos fue la siguiente:  
 
NH2-XXXRTESTFDAXKXINGPLX-COOH 
 
 La comparación de la secuencia anterior con las registradas en la “Swiss-prot 
protein sequence database library” reveló un 57,143% de identidad de secuencia con 
una proteína quinasa (Genebank Q67643) de los virus de la laringotraqueítis infecciosa 
US10 y US2 (Herpesviridae; Alphaherpesvirinae; Varicellovirus). Otras secuencias 
próximas, con una identidad entre 57,143 % y 38,462 % fueron las siguientes: 
 
No. acceso Descripción   % de identidad de secuencia 
 
O18219  Y57G11A.5 PROTEIN   57,143 
Q9BZA2   HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACT 57,143 
Q9LEN4  HYPOTHETICAL 39.8 KDA PROTEIN  56,250 
Q9VQR5  CG15414 PROTEIN   56,250 
O75013  PROBABLE FOLATE SYNTHESIS PROTEIN 56,250 
Q9CR63   1810020G14RIK PROTEIN   53,846 
Q9P798   CASEIN KINASE I HOMOLOG CKI2  50,000 
CKI2_SCHPO CASEIN KINASE I HOMOLOG C  50,000 
O17705   C54C8.7 PROTEIN.   46,667 
Q9GLL7   HOMEOBOX PROTEIN NKX6.1  46,154 
YA63_MYCTU  HYPOTHETICAL 37.5 KDA PRO    43,750 
Q9P9A7  METAL-DEPENDENT HYDROLASE.  38,462 
 
 
Resultados 
 
 78
 
   3.2. Vacunación con los componentes de 70 kDa, 50 kDa y menores de 15 kDa, 
todos ellos purificados por electroelución. 
 
 3.2.1. PURIFICACIÓN DE LOS ANTÍGENOS POR ELECTROELUCIÓN. 
 
 La electroelución de los componentes aludidos se realizó a partir de 20 mg de 
SGE-2. Las cantidades recuperadas de cada uno de ellos fueron: 246 µg del componente 
de 70 kDa (Oe70), 280 µg del de 50 kDa (Oe50) y 190 µg de los péptidos inferiores a 
15 kDa (<15kDa), lo que representa el 1,2%, 1,4% y 0,95%, respectivamente, de la 
muestra inicial. En la figura 19 se observan, en SDS-PAGE, las bandas 
correspondientes a los componentes que estamos considerando. 
 
Figura 19. Geles de poliacrilamida teñidos con plata y azul coomassie: PM, estándar de 
pesos moleculares; Oe70 y Oe50, componentes del SGE-2 de 70 y 50 kDa electroeluidos 
individualmente; < 15kDa, componentes del SGE-2 de peso molecular inferior a 15 kDa 
electroeluidos conjuntamente. 
 
 
 3.2.2. RESPUESTA INMUNE Y ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
 Los antígenos Oe70 y Oe50 se administraron conjuntamente a tres cerdos; una 
muestra adicional de unos 30-40 µg de Oe70 se administró individualmente, sin 
electroeluir de la poliacrilamida, a un único animal repartida en tres dosis y, por último, 
los componentes inferiores a 15 kDa se administraron a otros dos animales. 
 
 Las respuestas inducidas por el antígeno Oe70, administrado junto con el Oe50 o 
individualmente en poliacrilamida, fueron similares y de una intensidad que cabe 
calificar como intermedia, alcanzando en ambos casos DO máximas en torno a 1,5 para 
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las IgG, tanto sobre el SGE-2 nativo como desglicosilado (Figuras 20 y 21). Por su 
parte, las respuestas inducidas por los antígenos inferiores a 15 kDa fueron inexistentes, 
como indica, en la figura 20, la total ausencia de IgG frente a ellos en los sueros de los 
animales vacunados. 
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Figura 20. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los cerdos control (tratados sólo 
con los adyuvantes de Freund) y en los cerdos vacunados con Oe70 + Oe50 (10 + 10 µg), 
10 µg de Oe70 en poliacrilamida o 10 µg de <15kDa. Las flechas indican las semanas en 
las que se administró el extracto. Los parásitos se alimentaron sobre los cerdos en las 
semanas 5 y 6, coincidiendo con los máximos niveles de anticuerpos en todos los animales. 
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Figura 21. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los cerdos control y en los 
vacunados con Oe70 + Oe50 (70+50) o con Oe70 en poliacrilamida (70+acril.) sobre el 
SGE-2 nativo, sobre el SGE-2 tratado sólo con el buffer de desglicosilación y sobre el 
SGE-2 desglicosilado con metaperiodato sódico. 
 
 
 Respecto a los antígenos reconocidos sobre el SGE-2 por los sueros de los 
animales vacunados, en la figura 22 se observa que todos los sensibilizados con la Oe70 
la reconocieron intensamente y que dicho reconocimiento se mantuvo cuando se 
desglicosiló el SGE-2. Todo lo contrario ocurrió con la Oe50 y con los componentes 
menores de 15 kDa, que no fueron revelados, ni sobre el SGE-2 nativo ni sobre el 
desglicosilado, por ninguno de los animales a los que se administraron tales antígenos. 
Cabe señalar, además, que casi todos los sueros, incluidos los controles (no mostrados 
en la figura), reconocieron inespecífica y débilmente algunas bandas de peso molecular 
entre los 28 y los 18 kDa. 
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Figura 22. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 nativo (N), SGE-2 tratado 
sólo con el buffer de desglicosilación (B) y SGE-2 desglicosilado con metaperiodato sódico 
(D) por los sueros de los animales vacunados con Oe70 + Oe50 (cerdos 470, 471 y 472); 
con Oe70 en poliacrilamida (cerdo 737) y con los componentes menores de 15 kDa (cerdos 
233 y 234). 
 
 
 3.2.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS 
 
 Ninguna de las respuestas inducidas por estos antígenos tuvo un efecto protector, 
tal como indican, en las tablas XVII, XVIII y XIX, los valores de los diferentes 
parámetros determinados. En relación con ellos sólo cabe destacar que se registraron: 
(i), un cierto retraso en la alimentación de algunos ejemplares respecto al control, que 
apenas llegó a ser significativo, y (ii), un descenso generalizado en la fecundidad de las 
hembras en todos los grupos de cerdos vacunados, que resultó llamativo por no haber 
habido diferencia alguna en la cantidad de sangre ingerida respecto del control, pero 
que, no obstante, tampoco fue estadísticamente significativo por las grandes variaciones 
registradas en ese parámetro (fecundidad de las hembras) entre los distintos cerdos del 
grupo control. 
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Tabla XVII. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con Oe70 + Oe50, 
Oe70 + poliacrilamida y componentes menores de 15 kDa, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno 
Fase 
evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
15±11,5 
21±3,3 
9,8±1,6 
 
59±18,4 
63,4±7,7 
82,2±8,2 
 
11,1±6,6 
16,2±4 
8,5±2 
 
68±10 
67,2±14 
86±7,5 
 
Oe70 + Oe50 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
26,3±15,8 
24±2 
12,6±1,4 
 
31±14,5 
55,6±8,6 
53,3±6,6* 
 
23,3±8,3 
18,3±3,3 
10 
 
41,6±14,2 
46,6±8,8 
50±5,7* 
 
Oe70+ 
poliacrilamida 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
15 
25 
10 
 
48 
36 
84 
 
20 
20 
10 
 
60 
40 
70 
 
< 15 kDa 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
 
10±1 
15±1 
7,5±2,5 
 
100±0 
± 
92,5±7,5 
 
10±1 
7,5±2,5 
8,5±1,5 
 
90±10 
73±27 
97,5±2,5 
* p< 0,05 respecto al grupo control 
 
 
 
Tabla XVIII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de 
O. erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con Oe70 + 
Oe50, Oe70 + poliacrilamida y componentes menores de 15 kDa, en las dos 
infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,2±0,7 
16,3±2 
2,39±0,37 
 
2,9±0,1 
11,7±0,6 
2,25±0,15 
 
Oe70 + Oe50 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,1±0,9 
15,1±1,4 
2,39±0,08 
 
2,8±0,7 
13,1±0,4 
2,08±0,08 
 
Oe70 + 
poliacrilamida 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,5 
11,5 
3,5 
 
3,1 
16,5 
1,99 
 
< 15 kDa 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
4,0±0,3 
12,8±2,9 
1,87±0,37 
 
3,5±0,1 
16,9±3,9 
2,35±0,15 
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Tabla XIX. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados por 
las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con Oe70 + Oe50, Oe70 + poliacrilamida y 
componentes menores de 15 kDa, en las dos infestaciones (media ± DE). Muda (%) de las ninfas-3 
en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Antígeno 
No.  
huevos 
% 
 viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
 
60,2±36,2 
 
51,1±21,3 
 
88,4±4,1 
 
66,6±5,8 
 
78,3±6,9 
 
73,7±1 
 
Oe70 + Oe50 
 
26,1±6,4 
 
29,5±7,2 
 
85,3±4,7 
 
60,1±5,8 
 
70,0±5,1 
 
87,4±2,6 
 
Oe70 + 
poliacrilamida 
 
26,6 
 
30,7 
 
94 
 
65 
 
70,7 
 
70,4 
 
< 15 kDa 
 
52,5±7,6 
 
45,8±7,4 
 
60,7±2,7* 
 
 
47,1±7,7,4* 
 
66,8±9,3 
 
62,9±5,3* 
 
* p< 0,05 respecto al grupo control 
 
 
   3.3. Nuevos intentos de vacunación con el antígeno Oe70, purificado ahora por 
HPLC en condiciones nativas. 
 
La incapacidad protectora de las respuestas inducidas con la proteína Oe70 
purificada por electroelución pudo ser debida a la pérdida de sus epítopos 
conformacionales durante el proceso de purificación. Por esta razón, a continuación se 
purificó por HPLC, conservando su estado nativo, y se administró a nuevos animales, 
en dosis superiores (50 µg) y con adyuvantes diferentes (FAs y saponina). 
 
3.3.1. PURIFICACIÓN DEL ANTÍGENO 0e70 POR HPLC. 
 
Según Baranda (1998), la Oe70 es una proteína catiónica, particularidad ésta que 
permitió su purificación, a partir del SGE-2, mediante una única cromatografía de 
intercambio catiónico en las condiciones especificadas en el apartado 3.1.4 de Material 
y Métodos. 
 
El SGE-2 se separó en 7 picos distintos: uno alto y de base ancha, en el que 
eluyeron las proteínas aniónicas y neutras, y otros seis de diferente tamaño en los que se 
fraccionaron las proteínas catiónicas (Figura 23). El antígeno Oe70 eluyó, prácticamente 
puro, en un único pico, alto y estrecho, a los 51 minutos de tiempo de retención, donde 
fue intensamente reconocido por el suero del cerdo protegido (269) (Figuras 23 y 24). 
 
En esta purificación se partió de 25 mg de SGE-2 y se recuperaron en total unos 
310 µg de Oe70, es decir el 1,24%, que es un rendimiento similar al obtenido en su 
purificación por electroelución. 
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Figura 23. HPLC de intercambio catiónico del SGE-2 de O. erraticus. Fase móvil: tampón 
fosfato 20 mM pH 7 (10 minutos) +  un gradiente de 0-1 M de NaCl en tampón fosfato 20 
mM pH 7 (50 minutos). Se indican los tiempos de retención de los picos recogidos y 
analizados posteriormente en SDS-PAGE y Western Blot. La proteína de interés eluyó con 
un tiempo de retención de 51 minutos. 
 
 
Figura 24. A. SDS-PAGE: composición de los siete picos recogidos en la cromatografía de 
la figura 23. La banda de interés, Oe70, se observa en el pico que eluyó con un tiempo de 
retención de 51 minutos. B. Western Blot: antígenos reconocidos por el suero 269 sobre el 
SGE-2 y sobre los seis últimos picos del cromatograma, los correspondientes a las proteínas 
catiónicas. El antígeno Oe70 es la única proteína con carga positiva revelada por este suero. 
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3.3.2. RESPUESTA INMUNE Y ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
La figura 25 muestra que la intensidad de la respuesta humoral frente a la proteína 
Oe70 nativa fue superior (DO para las IgG en torno a 2,5) que cuando se administró 
desnaturalizada (Figura 20). También muestra que la diferente magnitud de las dos 
dosis probadas apenas influyó en el nivel de anticuerpos y que los FAs indujeron 
respuestas más intensas que la saponina. En relación con los antígenos revelados en 
Western Blot, es preciso indicar que todos los animales vacunados con la Oe70 nativa, 
con independencia de la dosis y del adyuvante utilizados, la reconocieron específica y 
exclusivamente sobre el SGE-2, aunque cabe destacar que el reconocimiento más 
intenso lo indujo la vacunación con la dosis superior (50 µg) y los FAs (Figura 26). 
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Figura 25. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los cerdos control y en los cerdos 
vacunados con 10 ó 50 µg de Oe70 en adyuvantes de Freund (10+FAs y 50+FAs, 
respectivamente) o con 10 µg de Oe70 en saponina. Las flechas indican las semanas en las 
que se administró el extracto. Los parásitos se alimentaron sobre los cerdos en las semanas 
5 y 6, coincidiendo con los máximos niveles de anticuerpos en todos los animales. 
 
Figura 26. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 por los sueros de los 
animales vacunados con 10 ó 50 µg de Oe70 + FAs o con 10 µg de Oe70 + saponina. 
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3.3.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS 
 
 A pesar de la mayor intensidad de las respuestas logradas con la proteína nativa, 
en el presente experimento, todas ellas carecieron por completo de acción protectora, tal 
como indican los diversos parámetros determinados (Tablas XX, XXI y XXII). En 
relación con ellos se puede señalar que, salvo excepciones, no se registraron diferencias 
en los ejemplares alimentados sobre los animales vacunados respecto a los alimentados 
sobre los controles y que cuando las hubo, tales diferencias carecieron de significación 
estadística debido a la gran variabilidad interindividual dentro de cada grupo, incluido el 
control. 
 
 
Tabla XX. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 10 y 50 µg de 
Oe70 + FAs o 10 µg de Oe70 + saponina, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno 
Fase 
evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
8,8±5 
19,3±11,1 
9,6±2,5 
 
20,6±19,5 
32±15 
37,2±15 
 
12,9±7,5 
9,5±7 
11,5±5 
 
13,9±13,3 
20±15,5 
28,2±10 
 
10 µg Oe70 + FAs 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
5,6±2,9 
28±4,3 
16,6±5,6 
 
12±6,9 
16±0 
36,6±24,1 
 
15,3±2,9 
18,3±3,8 
10±0 
 
12,3±4,9 
22,3±7,8 
23,3±1,6 
 
50 µg Oe70 + FAs 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
15,3±8 
17±8,5 
13,3±3,2 
 
18±9,7 
15,3±12,4 
13,3±5,9 
 
18±1,7 
17,6±10,1 
13,6±3,5 
 
21,3±8,1 
13,3±7,7 
25±8,6 
 
10 µg Oe70 + 
saponina 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
 
13 
20 
10 
 
20 
20 
30 
 
15 
16 
15 
 
16 
34 
38 
 
 
Tabla XXI. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de O. 
erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con 10 y 50 µg de 
Oe70 + FAs o 10 µg de Oe70 + saponina, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
1,6 ±0,9 
6,5±3,9 
1,93±0,38 
 
1,9±0,9 
9,3±3,9 
2,41±0,20 
 
10 µg Oe70 + FAs 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
1,1±0,1 
3,0±0,3 
2,27±0,09 
 
1,4±0,2 
6,7±0,4 
1,95±0,18 
 
50 µg Oe70 + FAs 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
1,2±0,2 
5,8±0,4 
2,25±0,19 
 
1,5 ±0,1 
5,7 ±2,4 
1,95±0,23 
 
10 µg Oe70 + saponina 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
1,3 
6,1 
2,5 
 
 
2,2 
17,5 
3,2 
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Tabla XXII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados por 
las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con 10 y 50 µg de Oe70 + FAs o 10 µg de 
Oe70 + saponina, en las dos infestaciones (media ± DE). Muda (%) de las ninfas-3 en las dos 
infestaciones (media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Antígeno 
No.  
huevos 
% 
 viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
%  
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
 
23,7 ±14,3 
 
24,7±15,4 
 
65,8±13,8 
 
44,6±12,7 
 
28,5±21,7 
 
67,3±2,2 
 
10 µg Oe70 + FAs 
 
10,7±6,4 
 
20±5,7 
 
72,1±4,7 
 
84±8 
 
14,3±14,2 
 
70,6±7,8 
 
50 µg Oe70 + FAs 
 
15,3±0,8 
 
22,2±3,9 
 
81,3±3,6 
 
43±9 
 
24,3±20,2 
 
67,3±0,5 
 
10 µg Oe70 + 
saponina 
 
26,4 
 
10 
 
75,2 
 
43,8 
 
55,3 
 
87,6 
 
 
4. Vacunación con el SGE-2 desprovisto de inmunosupresores. 
 
 De acuerdo con los resultados expuestos, la vacunación con el SGE-2 o con sus 
diferentes componentes sólo excepcionalmente conduce a respuestas protectoras (cerdo 
269). Entre las potenciales causas de la ineficacia del extracto, una posible es la 
presencia en el mismo de dos potentes moléculas inmunosupresoras (Madrazo Arranz, 
comunicación personal): un antagonista del CD40L, capaz de inhibir las respuestas 
frente a antígenos T-dependientes, y un análogo de la interleucina-10 (IL-10), citocina 
con importantes acciones inmunodepresoras. 
 
 A la luz de estos últimos hallazgos, se vacunaron nuevos cerdos con el SGE-2 
modificado, para neutralizar o eliminar a los inmunosupresores aludidos y facilitar así el 
reconocimiento de los componentes antihemostáticos no inmunogénicos del SGE-2, con 
la esperanza de obtener finalmente una respuesta protectora. 
  
 El antagonista de CD40L fue neutralizado, añadiendo CD40L recombinante 
soluble al SGE-2, o bien fue retirado del extracto filtrando el SGE-2 por una columna 
de afinidad con CD40L inmovilizado sobre microesferas de poliacrilamida. EL análogo 
de IL-10 se neutralizó incubando el SGE-2 con un anticuerpo policlonal frente a la IL-
10. 
 
 4.1. RESPUESTA INMUNE Y ANTÍGENOS RECONOCIDOS 
 
 Las respuestas inducidas por estos SGE-2 modificados no se diferenciaron 
apenas de las inducidas por el SGE-2 nativo, ni en los niveles de los isotipos y subclases 
de anticuerpos determinados (salvo en la IgG2, menor al añadir CD40L soluble o 
policlonal anti-IL10 al SGE-2, Figura 27), ni en el número y tipo de antígenos 
reconocidos sobre el SGE-2 (Figura 28). 
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Figura 27. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG y de las subclases IgG1 e IgG2 en los 
cerdos control y en los vacunados con SGE-2, SGE-2 incubado con CD40L soluble (SGE-
2+CD40L), SGE-2 sin el antagonista de CD40L (SGE-2 sin CD40L) y SGE-2 incubado 
con el policlonal anti-IL10 (SGE-2+anti-IL10). 
 
 
 
Figura 28. A. SDS PAGE: composición del SGE-2 nativo. B. Western Blot: antígenos 
reconocidos sobre el SGE-2 por los sueros de los cerdos vacunados con SGE-2 (1), SGE-2 
incubado con CD40L soluble (2), SGE-2 sin el antagonista de CD40L (3) y SGE-2 
incubado con el policlonal anti-IL10 (4). 
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4.2. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS 
 
Como era previsible al no haber habido diferencias entre las respuestas frente al 
SGE-2 nativo o modificado, tampoco las hubo en el efecto de dichas respuestas sobre 
los parásitos, siendo todas ellas igualmente ineficaces, tal y como muestran la tablas 
XXIII, XXIV y XXV. De los datos en ellas recogidos, sólo destaca el descenso en la 
cantidad de sangre ingerida por las hembras alimentadas sobre los cerdos vacunados 
durante la segunda infestación (respecto al control), que, no obstante, no se tradujo en 
diferencia alguna en la fertilidad. 
 
A la vista de estos resultados, cabe afirmar pues, que, en las condiciones de 
nuestro experimento, la eliminación de los inmunosupresores aludidos no consiguió 
forzar el reconocimiento de los componentes no inmunogénicos del SGE-2 ni, en 
consecuencia, generó una respuesta protectora. 
 
 
 
Tabla XXIII. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 
el SGE-2 nativo o desprovisto de inmunosupresores, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 
Antígeno 
Fase 
evolutiva 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Minutos 
% 
desprendidos 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
7,5±2,5 
17,5±7,5 
7,5±2,5 
 
53±33 
41,5±18,5 
40±0 
 
10,5±2,5 
20±0 
10±0 
 
52,5±27,5 
40±10 
55±5 
 
SGE-2 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
10 
15 
2 
 
24 
33 
10 
 
15 
10 
10 
 
25 
36 
42 
 
SGE-2 
+ CD40L 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
5 
20 
5 
 
42 
47 
30 
 
10 
15 
5 
 
60 
30 
50 
 
SGE-2 sin el  
antagonista 
de CD40L  
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
13 
20 
10 
 
20 
28 
30 
 
11 
16 
10 
 
26 
34 
38 
 
SGE-2 
+ anti-IL10 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
10,1 
17,9 
10 
 
38,2 
27,9 
32 
 
 
9,2 
17,6 
13 
 
29,4 
31,7 
42,6 
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Tabla XXIV. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de O. 
erraticus alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con el SGE-2 nativo o 
desprovisto de inmunosupresores, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Control 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,8 ±0,1 
16,2±3,4 
3,1±0,50 
 
6,2±2,0 
23±7 
2,55±0,15 
 
SGE-2 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
5,7 
11,6 
3,3 
 
5 
10,3 
2,7 
 
SGE-2 
+ CD40L 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
4,6 
15,9 
3,8 
 
4,9 
13 
3 
 
SGE-2 sin el  
antagonista 
de CD40L  
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,8 
15,9 
3,6 
 
4,2 
17,5 
3,2 
 
SGE-2 
+ anti-IL10 
 
Machos 
Hembras 
Ninfas-3 
 
3,3 
15,5 
4 
 
 
4,9 
15,5 
3,3 
 
 
 
Tabla XXV. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados por 
las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con el SGE-2 nativo o desprovisto de 
inmunosupresores, en las dos infestaciones (media ± DE). Muda (%) de las ninfas-3 en las dos 
infestaciones (media ± DE). 
 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
 
Antígeno 
No.  
huevos 
% 
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
No. 
huevos 
% 
viabilidad 
% muda 
ninfas-3 
 
Control 
 
66,7 ±14,3 
 
78,7±15,4 
 
84,8±13,8 
 
74,6±12,7 
 
78,5±21,7 
 
67,3±2,2 
 
SGE-2 
 
95±6,1 
 
71,8  
 
88 
 
78,5±7,4 
 
60,1 
 
80,5 
 
SGE-2 
+ CD40L 
 
78,5 
 
58,8 
 
88,5 
 
77,5 
 
75,8 
 
82,2 
 
SGE-2 sin el  
antagonista 
de CD40L  
 
71 
 
83 
 
85,8 
 
80,3 
 
68 
 
91,4 
 
SGE-2 
+ anti-IL10 
 
79 
 
70 
 
80 
 
91 
 
73 
 
96,2 
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II. VACUNACIÓN CON EXTRACTOS/MOLÉCULAS DE TUBO 
DIGESTIVO. 
 
La escasa e irregular protección conseguida con las vacunas basadas en antígenos 
salivales nos condujo, en la segunda parte de la presente tesis doctoral, a la búsqueda de 
vacunas que resultasen protectoras en el 100% de los animales vacunados. Para ello se  
partió, como antígeno vacunal, de un extracto de membranas del tubo digestivo de O. 
erraticus, tomado aleatoriamente de ejemplares a las 6 horas postalimentación (TD6h), 
que no había sido investigado por Astigarraga et al. (1995) en sus anteriores trabajos 
con antígenos de tubo digestivo.  
 
1. Inmunización de cerdos, conejos y ratones con TD6h de adultos de O. erraticus 
para averiguar si inducía respuestas protectoras en estas especies. 
 
   1.1. Vacunación de cerdos con 150 µg/dosis de TD6h. 
 
1.1.1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA 
CLASE IgG Y DE LAS SUBCLASES IgG1 E IgG2. 
 
Como puede observarse en la figura 29, el TD6h indujo, en los tres cerdos a los 
que se administró, una intensa respuesta humoral, claramente detectable a los 15 días de 
la primera estimulación antigénica. El nivel máximo de IgG sérica se alcanzó ya con 
una segunda dosis y se mantuvo constante hasta 15 días después de la tercera y última 
dosis. Al cesar las estimulaciones antigénicas, el nivel de anticuerpos descendió, 
alcanzando un mínimo a los 63-70 días del la última inoculación de antígeno (semanas 
13 y 14). Tras la administración, en la semana 14, de una dosis antigénica de recuerdo, 
idéntica a las anteriores, el nivel de anticuerpos alcanzó un nuevo máximo (semana 15), 
similar al precedente. 
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Figura 29. Niveles séricos de IgG (DO Media ± DE) en cerdos controles e inmunizados con 
TD6h. Las flechas indican las semanas en las que se administró el extracto. Los parásitos se 
alimentaron sobre los cerdos en las semanas 5, 6, 13, 14 y 15. 
 
 
Con el fin de cuantificar la concentración sérica de los anticuerpos de una forma 
más repetitiva y comparable, todos los sueros obtenidos a lo largo de este experimento 
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fueron titulados mediante diluciones seriadas al triple, comenzando con una dilución 
1/100. Los títulos obtenidos fueron similares en los tres cerdos vacunados: los más 
altos, en torno a 1/72.000, se alcanzaron en las semanas 4, 5, 6 y 15, mientras que los 
más bajos, entre 1/8.100 y 1/2.700, se obtuvieron en las semanas 13 y 14, coincidiendo 
con los máximos y mínimos de DO mostrados en la figura 29.  
 
 En cuanto a los niveles séricos de IgG1 e IgG2, su proporción relativa se analizó 
solamente en los sueros con el título más alto, esto es, en los correspondientes a la 
semana 5. Como muestra la figura 30, la vacunación con el TD6h indujo, en todos los 
cerdos, niveles muy similares de ambas subclases, y aunque las IgG1 resultaron 
ligeramente más abundantes que las IgG2, las diferencias entre ellas no fueron 
estadísticamente significativas. 
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Figura 30. Niveles séricos (DO Media ± DE) de IgG y de las subclases IgG1 e IgG2 en los 
cerdos inmunizados con TD6h, antes de la administración del antígeno (semana 0) y a los 7 
días de la tercera dosis (semana 5). 
 
 
1.1.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS SOBRE EL TD6H POR LOS SUEROS 
DE LOS CERDOS INMUNIZADOS. 
 
El TD6h es un extracto complejo formado por numerosas proteínas/péptidos con 
pesos moleculares muy variados, que van desde los 250 hasta los 6-8 kDa (Figura 31A). 
Entre todos esos componentes, los sueros de los tres cerdos vacunados sobre el extracto 
homólogo reconocieron unos mismos antígenos: aproximadamente 20 bandas, cuyos 
pesos moleculares variaron desde los 200 hasta los 8 kDa (Figura 31B). Las bandas más 
intensamente teñidas aparecieron al nivel de los 200, 100, 97, 73, 68, 45, 43 y 38 kDa. 
En algunos ensayos, estos mismos sueros también revelaron, aunque más débilmente, a 
un grupo de bandas entre 12 y 8 kDa. Ningún antígeno de los presentes en el TD6h fue 
reconocido por anticuerpos porcinos frente a antígenos salivales, tanto si dichos 
anticuerpos fueron inducidos por infestación natural (Figura 31B, carril 4) o por 
vacunación con el SGE-2 (Figura 31B, carril 5). 
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Figura 31. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata: composición proteica del TD6h. B. 
Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h por los sueros de los tres cerdos 
vacunados con el extracto homólogo (1, 2 y 3), por el suero de un cerdo infestado de forma 
natural (4) y por el suero de un cerdo vacunado con SGE-2 (5). 
 
 
1.1.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
La acción protectora de la respuesta inducida por este extracto se evaluó 
infestando a los cerdos (vacunados y controles) en 5 ocasiones, con 25 machos, 15 
hembras y 100 ninfas-3 por cerdo e infestación. 
 
Los tiempos de alimentación de los ejemplares fueron idénticos en ambos grupos 
(vacunados y controles) y se mantuvieron sin variaciones durante las 5 infestaciones. 
Por su parte, la cantidad de sangre ingerida por los parásitos alimentados sobre los 
cerdos vacunados fue siempre similar a la ingerida por los alimentados sobre los cerdos 
control (Tabla XXVI). Cabe destacar, además, que los machos tomaron idéntica 
cantidad de sangre en todas las infestaciones, mientras que las hembras y las ninfas-3 
tomaron cantidades decrecientes desde la primera a la quinta infestación. 
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Tabla XXVI. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los adultos y ninfas-3 de O. erraticus 
alimentados sobre los cerdos controles o inmunizados con TD6h a lo largo de las cinco 
infestaciones (media±DE). 
 
  INFESTACIÓN 
Fase 
evolutiva Antígeno Primera Segunda Tercera Cuarta Quinta 
 
Machos 
 
Control 
TD6h 
 
3,8±0,1 
3,8±0,4 
 
3,0±0,1 
3,2±0,5 
 
3,2±0,4 
3,2±0,1 
 
3,4±0,2 
3,5±0,1 
 
3,0±0,8 
2,5±0,4 
 
Hembras 
 
 
Control 
TD6h 
 
17,2±2,0 
14,6±2,0 
 
11,7±0,6 
10,8±1,0 
 
4,2±1,2 
3,5±1,5 
 
8,3±1,8 
13,6±2,0 
 
4,1±0,1 
4,5±1,2 
 
Ninfas-3 
 
Control 
TD6h 
 
 
2,40±0,40 
1,86±0,29 
 
 
2,25±0,15 
2,64±0,47 
 
 
1,32±0,18 
1,36±0,24 
 
 
1,33±0,20 
1,26±0,26 
 
 
1,04±0,12 
1,00±0,10 
 
 
 
La menor cantidad de sangre ingerida por las hembras en cada nueva infestación 
se tradujo en un descenso progresivo de su fecundidad, como se observa en la tabla 
XXVII. Destaca el hecho de que, en las dos primeras infestaciones, la fecundidad de las 
hembras alimentadas sobre los cerdos vacunados fuese significativamente inferior a la 
de las alimentadas sobre el grupo control. En las tres últimas infestaciones no hubo 
diferencias significativas entre ambos grupos. 
 
Tabla XXVII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados 
por las alimentadas sobre los cerdos controles o inmunizados con TD6h a lo largo de las cinco 
infestaciones (media±DE). 
 
  INFESTACIÓN 
Parámetro Antígeno Primera Segunda Tercera Cuarta Quinta 
 
No. huevos 
 
Control 
TD6h 
 
95,9±8,4 
56,2±6,7** 
 
66,6±5,8 
48,5±4,5 * 
 
9,9±4,5 
15,6±5 
 
24,3±7,1 
12,7±4,7 
 
0 
8,3±4,1 * 
 
 
%  viabilidad 
 
Control 
TD6h 
 
72,3±5,8 
55,8±6,4* 
 
78,4±6,9 
75,1±6,5 
 
20,6±8,8 
22,8±7,1 
 
38,5±10,8 
27,6±8 
 
0 
8,1±4,5 
 
  * p<0,05 respecto al grupo control 
** p<0,01 respecto al grupo control 
 
 
Por último, en relación con la mortalidad de los parásitos, la de los adultos, a los 
tres meses postinfestación, fue nula o muy baja (0-2 %) en todas las infestaciones, tanto 
en el grupo de cerdos vacunados como en el grupo control. 
 
No ocurrió así con las ninfas-3, las cuales sufrieron una elevada mortalidad 
cuando fueron alimentadas sobre los cerdos vacunados (Tabla XXVIII). En la primera 
infestación murieron prácticamente la mitad; de la segunda a la cuarta infestación, la 
mortalidad osciló en torno a un 12% y, en la quinta, tras una nueva dosis de antígeno, el 
número de ninfas-3 muertas ascendió hasta casi un 25%. En todas las infestaciones los 
ejemplares afectados perecieron entre las primeras 24-72 horas postalimentación, 
adoptando un aspecto postmortem particular, caracterizado por presentar las patas 
completamente estiradas y de un color claro, idéntico al de los ejemplares vivos 
(Lámina 1). Los ejemplares que no sucumbieron en esas primeras horas, sobrevivieron 
sin daños aparentes y mudaron posteriormente con normalidad. El examen 
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microscópico del tubo digestivo de los ejemplares muertos reveló un epitelio intestinal 
tan degradado que apenas era perceptible, mientras que el de los ejemplares 
supervivientes mostraba un aspecto y consistencia normales (Lámina 2). 
 
 
Lamina 1. Ninfas-3 de O. erraticus. A, viva, sin alimentar. B y C, muertas, en vista 
dorsal y ventral, a las 24 horas de alimentarse sobre un cerdo vacunado con TD6h. 
 
 
Simultáneamente, la mortalidad de las ninfas-3 alimentadas en los cerdos control 
varió al azar entre el 0-8,1%. El aspecto postmortem de estos ejemplares fue distinto al 
de los anteriores: sus patas aparecieron plegadas y teñidas de color oscuro, como es 
habitual en los ejemplares muertos por causas no atribuibles a la vacuna. 
 
Lámina 2. A. Ciegos intestinales de ninfas-3 muertas por la acción de la vacuna con TD6h. 
Salvo en el fragmento distal (flecha), la pared intestinal prácticamente ha desaparecido, y 
sólo queda la sangre. B. Ciegos intestinales de ninfas-3 supervivientes, no afectadas por la 
acción de la vacuna. Tras extraer la mayor parte de la sangre ingerida y lavar se observan, 
integras, las paredes intestinales. 
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TABLA XXVIII. Mortalidad (%) de la ninfas-3 de O. erraticus alimentadas sobre los cerdos 
controles o inmunizados con TD6h a lo largo de las cinco infestaciones (media±DE). 
 
 INFESTACION 
Antígeno Primera Segunda Tercera Cuarta Quinta 
 
Control 
 
5,7±5,7 0 8,1±1,9 3±0 1,9±1,9 
 
TD6h 
 
47,9±25,7** 17,9±56,3** 15,7±3,7** 12±4** 24,9±11,2** 
  ** p<0,01 respecto al grupo control 
 
 
 En definitiva, el TD6h indujo una respuesta protectora que provocó un descenso 
significativo en la fecundidad de las hembras y una elevada mortalidad de los 
inmaduros, sin afectar para nada al resto de los parámetros evaluados. En consecuencia, 
en los sucesivos experimentos de vacunación con antígenos de tubo digestivo, la 
protección se midió siempre en función de la mortalidad de los inmaduros y 
ocasionalmente también en función de la fecundidad de las hembras. Los demás 
parámetros se determinaron sólo esporádicamente.  
 
 
1.2. Inmunización de conejos con 100 µg/dosis de TD6h para comprobar su valor 
vacunal en esta especie. 
 
 La utilización de conejos como hospedadores permite, por su facilidad de 
manejo, hacer un mayor número de estudios que cuando se utilizan cerdos como 
hospedador. De ahí el interés de comprobar si el TD6h es también eficaz en esta 
especie. 
 
1.2.1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA 
CLASE IgG. 
 
 De forma similar a lo observado en cerdos, el TD6h también indujo en los 
conejos una fuerte respuesta humoral, que alcanzó el nivel máximo a los 15 días de la 
segunda dosis de antígeno (Figura 32, semana 4). Dicho nivel se mantuvo estable hasta 
al menos 35 días después de la última estimulación antigénica (semana 9). 
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Figura 32. Niveles séricos de IgG (DO Media ± DE) en el conejo control y en los 
inmunizados con TD6h. Las flechas indican las semanas en las que se administró el 
extracto. Los parásitos se alimentaron sobre los conejos en las semanas 5, 6 y 9. 
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1.2.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS SOBRE EL TD6H POR LOS SUEROS 
DE LOS CONEJOS INMUNIZADOS. 
 
 Como se puede observar en la figura 33, todos los conejos inmunizados con 
TD6h reconocieron sobre este extracto unos mismos antígenos, que fueron, a su vez, los 
mismos reconocidos por los cerdos del experimento anterior, es decir unas 20 bandas 
entre las que destacan, por su intensidad, las de 200, 100, 97, 73, 68, 58, 45, 43 y 38 
kDa. Como en el caso de los cerdos, los conejos también reconocieron débilmente al 
grupo de bandas de 12 a 8 kDa. 
 
Figura 33. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata: composición proteica del TD6h. B. 
Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h por los sueros de los tres conejos 
vacunados con ese mismo extracto. 
 
 
1.2.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
 La acción de la respuesta se evaluó en tres infestaciones en las que se 
alimentaron 25 machos, 15 hembras y 100 ninfas-3/ninfas-2 por conejo e infestación. En 
la segunda infestación se incluyeron así mismo100 larvas por conejo. 
 
 El tiempo que tardaron en alimentarse los parásitos fue similar en ambos grupos 
de conejos (vacunados y control) durante las tres infestaciones. 
 
En cuanto a la cantidad de sangre ingerida, apenas hubo diferencias entre grupos 
(Tabla XXIX), y sólo en las hembras se observó un descenso en ese parámetro a lo 
largo de las tres infestaciones. En lo que respecta a la fecundidad de las hembras (Tabla 
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XXX), en las dos primeras infestaciones se produjo un descenso significativo en el 
número y viabilidad de los huevos depositados por las alimentadas sobre los conejos 
inmunizados respecto a las alimentadas sobre el control. En la tercera infestación la 
fecundidad fue similar y muy baja en ambos grupos. 
 
Por su parte, la mortalidad de los inmaduros alimentados en los conejos 
inmunizados fue bastante elevada (Tabla XXXI). Las fases más afectadas fueron las 
ninfas 2 y 3, que en algunos animales inmunizados llegaron a morir hasta en un 90%. La 
mortalidad media de estas ninfas estuvo entre el 30 y 50%, que es comparable con la 
observada sobre los cerdos del experimento anterior y muy superior a la de los 
ejemplares alimentados sobre el conejo control. Las larvas, sin embargo, resultaron 
menos afectadas: su mortalidad fue sólo ligeramente superior a la del control. De nuevo, 
el aspecto de los ejemplares muertos fue completamente distinto según que se hubieran 
alimentado sobre conejos inmunizados (con las patas estiradas) o control (las patas 
plegadas). Los ejemplares supervivientes mudaron en todos los grupos e infestaciones 
con absoluta normalidad. 
 
 
Tabla XXIX: Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares adultos e 
inmaduros de O. erraticus alimentados sobre los conejos control o sobre los 
inmunizados con TD6h en las tres infestaciones (media±DE). 
 
  INFESTACIONES 
Fase evolutiva Antígeno Primera Segunda Tercera 
 
Machos 
 
Control 
TD6h 
 
 
3,4 
3,6±0,1 
 
3,4 
3,7±0,2 
 
3,3 
3,0±0,5 
Hembras 
 
 
Control 
TD6h 
 
17,2 
15,9±1,8 
15,6 
17,2±0,5 
10,3 
12,4±3,5 
Ninfas-3 Control 
TD6h 
 
3,5 
3,9±0,8 
- 
- 
- 
- 
 
Ninfas-2 Control 
TD6h 
 
- 
- 
1,2 
2,1±0,2 
0,9 
1,3±0,2 
 
Larvas Control 
TD6h 
 
- 
- 
0,3 
0,3±0,05 
- 
- 
 
 
 
Tabla XXX. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos 
depositados por las alimentadas sobre el conejo control o sobre los inmunizados con 
TD6h en las tres infestaciones (media±DE). 
 
  INFESTACIONES 
Parámetro Antígeno Primera Segunda Tercera 
 
No. huevos  
 
Control 
TD6h 
 
34,2±11,4 
12,9±4,2 * 
 
37,9±7,9 
13,5±3,7 ** 
 
3,5±3,5 
4,6±2,6 
 
% viabilidad 
 
 
 
Control 
TD6h 
 
 
48,5±16,2 
32,2±8,4 
 
93,9±3,9 
36,3±10,3** 
 
0 
100 ** 
  *p<0,05  respecto al grupo control 
**p<0,01  respecto al grupo control 
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Tabla XXXI. Mortalidad (%) de las ninfas-3 (N3), ninfas-2 (N2) y larvas (L) de O. 
erraticus alimentadas sobre el conejo control o sobre los inmunizados con TD6h en las 
tres infestaciones (media±DE). 
 
 INFESTACIONES 
Antígeno Primera (N3) Segunda (N2) Segunda (L) Tercera (N2) 
 
Control 
 
3,5±0 
 
0±0 
 
2,8±0 
 
12,6±0 
 
TD6h 
 
 
38,8±13,8* 
 
53,27±27* 
 
5,0±1,5 
 
30,3±9,5* 
*p<0,05  respecto al grupo control 
 
 
1.3..Nueva inmunización de conejos para ver la influencia, en la acción 
protectora, del adyuvante (FAs/alum) y la del estado fisiológico de los ejemplares 
a partir de los que se obtiene el extracto (ayunas / 6 horas postalimentación). 
 
Una vez comprobado que el TD6h inducía en conejos una respuesta protectora 
similar a la vista en cerdos, se intentó incrementar dicha protección modificando el tipo 
de respuesta (de Th1 a Th2) mediante la sustitución de los FAs por el alum y estudiando 
la influencia, en el efecto protector, del estado fisiológico (ayunas/alimentados) de los 
ejemplares de los que se obtiene el extracto de tubo digestivo. 
 
1.3.1. NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA CLASE IgG. 
 
La figura 34 muestra los niveles de IgG inducidos por las diferentes 
combinaciones de adyuvante y extracto vacunal ensayadas en este experimento. De los 
dos adyuvantes administrados con el TD6h, los FAs indujeron los niveles de IgG más 
altos, aproximadamente el doble de los inducidos por el alum. En cuanto a la influencia 
del estado fisiológico, el extracto de ejemplares a las 6 horas postalimentción (TD6h) 
estimuló la síntesis de niveles de IgG significativamente superiores a los inducidos por 
el extracto de ejemplares en ayunas (TD-ayunas). 
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Figura 34. Niveles séricos de IgG (DO Media ± DE) en los conejos control y en los 
inmunizados con TD6h, TD-ayunas y TD6h administrado con alum. Las flechas indican las 
semanas en las que se administraron los extractos. Los parásitos se alimentaron sobre los 
conejos en las semanas 5 y 6. 
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1.3.2. ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS CONEJOS 
INMUNIZADOS. 
 
 El TD6h y el TD-ayunas presentaron en SDS-PAGE una composición peptídica 
similar salvo por la intensidad de algunas de las bandas, como las de 250 y 200 kDa, 
más abundantes en el TD6h y la presencia/ausencia de otras, como la de 45 kDa, que 
apenas se observa en el extracto en ayunas (Figura 35A). En relación con lo anterior, los 
sueros de los animales vacunados con TD6h + FAs y TD-ayunas + FAs revelaron un 
patrón de antígenos prácticamente idéntico entre si, y, a su vez, similar al revelado en los 
dos experimentos anteriores (Figura 35B, carriles a y b). Cabe, no obstante, señalar que 
los animales vacunados con TD-ayunas reconocieron a los antígenos con menor 
intensidad, en particular a la banda de 45 kDa, que aparece más intensamente teñida en 
el TD6h. Esta banda fue apenas reconocida por los sueros de los animales vacunados 
con TD6h + alum, quienes revelaron sobre todo a las bandas de mayor peso molecular y 
en especial a la de 200 kDa (Figura 35B, carriles c). 
 
Figura 35. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: la composición 
proteica del TD6h y del TD de ejemplares en ayunas. B. Western Blot: antígenos 
reconocidos sobre su extracto homólogo por los sueros de los conejos vacunados con TD6h 
+ FAs (a); TD-ayunas + FAs (b) y TD6h + alum (c). 
 
1.3.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
 Se practicaron dos infestaciones con 25 machos, 15 hembras, 100 ninfas-2 y 100 
larvas por conejo e infestación. 
 
De todos los parámetros determinados, el tiempo de alimentación y la cantidad de 
sangre ingerida por los ejemplares no se vieron afectados en modo alguno por el cambio 
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de adyuvante ni por el estado fisiológico de los ejemplares que sirvieron como fuente de 
antígeno, ya que ambos índices fueron idénticos al control en todos los grupos e 
infestaciones. No ocurrió lo mismo ni con la fecundidad de las hembras ni con la 
mortalidad de los inmaduros. Todas las combinaciones de antígeno y adyuvante 
ensayadas en este experimento provocaron un descenso en la fecundidad de las hembras 
(Tabla XXXII), aunque el descenso más acusado (y altamente significativo respecto al 
control) fue el inducido por el TD6h+FAs. En relación con la mortalidad de los 
inmaduros, en la tabla XXXIII se observa que en las ninfas-2, las mortalidades más altas 
fueron las inducidas por el TD6h+FAs, mientras que el TD6h+alum y el TD-
ayunas+FAs indujeron unas mortalidades sensiblemente inferiores. Por el contrario, en 
las larvas, el extracto/adyuvante que indujo la mortalidad más alta fue el TD-
ayunas+FAs. 
 
Tabla XXXII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los 
huevos depositados por las alimentadas sobre los conejos control o sobre los 
vacunados con las diferentes combinaciones de antígeno + adyuvante en las dos 
infestaciones (media±DE). 
 
  INFESTACIONES 
Parámetro Antígeno Primera Segunda 
 
No. huevos 
 
Control 
 
15±4,3 
 
17,3±3,2 
 TD6h + FAs 6,6±4,2* 3±3** 
 TD6h + alum 9±3 7,3±2,8* 
 TD-ayunas + FAs 9,3±1,8 5±3,2** 
 
% viabilidad 
 
Control 
 
100 
 
26,6±0,3 
 TD6h + FAs 0** 7,6±7,6* 
 TD6h + alum 95,6±4,3 16±12,2 
 TD-ayunas + FAs 93,3±3,7 0 
 
  *p<0,05 respecto al grupo control 
**p<0,01 respecto al grupo control 
 
 
Tabla XXXIII. Mortalidad (%) de las ninfas-2 y las larvas de O. erraticus 
alimentadas sobre los conejos control o sobre los vacunados con las diferentes 
combinaciones de antígeno + adyuvante en las dos infestaciones (media±DE). 
 
  INFESTACIONES 
% mortalidad Antígeno Primera Segunda 
 
Ninfas-2 
 
Control 
 
8±2,4 
 
4,9±1,1 
 TD6h + FAs 53,8±13,3** 47,3±17,2** 
 TD6h + alum 23,6±11,6* 5,2±4,3 
 TD-ayunas + FAs 5,4±2,7 46,9±18,6* 
 
Larvas 
 
Control 
 
6,7±3,6 
 
0 
 TD6h + FAs 1,9±1,1 0 
 TD6h + alum 9,4±4,9 0 
 TD-ayunas + FAs 
 
28,8±5,1* 74±10,2** 
  *p<0,05  respecto al grupo control 
**p<0,01  respecto al grupo control 
 
 
 A la vista de estos resultados puede afirmarse que la respuesta protectora 
inducida por el extracto obtenido a partir de  ejemplares alimentados es más potente que 
la inducida por el extracto obtenido a partir de ejemplares en ayunas y, por tanto, que el 
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TD6h es una mejor fuente de antígenos protectores que el TD-ayunas. También puede 
afirmarse que, con un mismo extracto antigénico, la respuesta inducida por los 
adyuvantes de Freund es más potente y eficaz que la inducida por el alum, motivo por el 
cual, en los experimentos sucesivos se emplearon sólo los primeros. 
 
 
1.4. Vacunación de ratones con 50 µg/dosis de TD6h para comprobar su eficacia 
en esta especie y, en ese caso, evaluar el papel desempeñado por el complemento 
en la protección. 
 
Para comprobar si el complemento participaba en la acción protectora de la 
respuesta frente al TD6h, se vacunaron 10 ratones con el extracto y, tras confirmar que 
quedaban protegidos, la mitad de ellos se descomplementaron con factor de veneno de 
cobra (CVF). En los ratones descomplementados se observó que la vacuna perdía el 
efecto protector. 
 
1.4.1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA 
CLASE IgG Y DE LAS SUBCLASES IgG1 E IgG2a. 
 
 En la figura 36 se puede observar que, como en las especies precedentes, el 
TD6h + FAs indujo en ratones una fuerte respuesta humoral caracterizada por unos altos 
niveles de IgG total y de la subclase IgG1 (DO en torno a 2,4 para ambas) y por un nivel 
inferior aunque claramente detectable de IgG2a (DO 0,7). 
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Figura 36. Niveles séricos (DO Media ± DE) de IgG y de las subclases IgG1 e IgG2a en los 
ratones vacunados con TD6h, antes de la administración del antígeno (semana 0) y a los 7 
días de la tercera dosis (semana 5). 
 
1.4.2. ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS RATONES 
INMUNIZADOS. 
 
 Como era previsible por lo observado en los tres experimentos anteriores, los 
sueros de los ratones inmunizados con TD6h revelaron un patrón antigénico similar al 
reconocido sobre ese mismo extracto por cerdos y conejos, en el que cabe destacar el 
intenso reconocimiento de las bandas de 97, 73, 68, 45, 43 y 38 kDa (Figura 37). A 
diferencia de las especies anteriores, los ratones también revelaron a las bandas de 
menor tamaño, entre 12 y 8 kDa, con una intensidad comparable a la de las bandas 
superiores. 
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Figura 37. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata: composición proteica del TD6h. B. 
Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h por una mezcla de los sueros de todos 
los ratones vacunados con ese extracto. 
 
1.4.3. ACCIÓN SOBRE LOS PARÁSITOS DE LA RESPUESTA 
INMUNITARIA INDUCIDA POR EL TD6h. 
 
 En el presente experimento, la acción de la respuesta se evaluó, exclusivamente, 
en función de la mortalidad de los ejemplares inmaduros (50 ninfas-2 y 50 larvas) 
alimentados sobre los ratones (control y vacunados) en dos infestaciones sucesivas. 
 
Como puede verse en la tabla XXXIV, la vacunación de los ratones indujo una 
respuesta protectora tan eficaz o más que la inducida en cerdos y conejos. Las ninfas-2 
fueron la fase más afectada, alcanzando una mortalidad media en la primera infestación 
de hasta el 67,4% mientras que las larvas sufrieron una mortalidad más baja (28,7%) 
aunque también significativa. Los ejemplares supervivientes mudaron en todos los 
grupos e infestaciones con absoluta normalidad. 
 
Tabla XXXIV. Mortalidad (%) de las ninfas-2 y larvas de O. erraticus 
alimentadas, sobre los ratones control o sobre los inmunizados con TD6h, 
en las dos infestaciones (media±DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Ninfas-2 Larvas Ninfas-2 
 
Control 
 
15,3±7,7 
 
6,9±2,5 
 
1,9±1 
 
TD6h 
 
 
67,4±6,7** 
 
28,7±14,1* 
 
18,8±6,3* 
  *p<0,05 respecto al grupo control 
**p<0,01 respecto al grupo control 
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1.4.4. DESCOMPLEMENTACIÓN CON FACTOR DE VENENO DE COBRA 
(CVF) Y ANULACIÓN DEL EFECTO PROTECTOR DE LA VACUNA. 
 
 Una vez comprobado que los ratones también quedaban protegidos por la 
respuesta frente al TD6h, se les administró una dosis antigénica de recuerdo idéntica a 
las anteriores y 7 días después, la mitad de los animales de cada grupo (vacunados y 
control) fueron descomplementados con 10 µg/ratón de CVF. En los ratones así tratados 
el nivel sérico del componente C3 del complemento permaneció indetectable, por 
inmunodifusuión radial, entre las 12 y las 72 horas posteriores. Los ratones no tratados 
presentaron niveles normales de C3 durante ese mismo intervalo (entre 500 y 1300 
µg/mL). 
 
 Exactamente a las 48 horas de la administración del CVF, todos los ratones 
fueron reinfestados con 50 ninfas-2 por animal, observándose que la mortalidad de las 
alimentadas sobre los ratones control (descomplementados o no) fue insignificante o 
nula, mientras que la mortalidad de las alimentadas sobre los ratones vacunados fue del 
20,2% en los no descomplementados, pero nula en los descomplementados (Tabla 
XXXV). 
 
Tabla XXXV. Mortalidad (%) de las ninfas-2 de O. erraticus 
alimentadas, sobre los ratones control y vacunados con TD6h, 
a las 48 horas de la descomplementación con factor de veneno 
de cobra (CVF). 
 
 
Antígeno 
dosis 
CVF 
% mortalidad 
de las ninfas-2 
 
Control 
 
10 unidades 
 
0 
Control 0 1,3±0,5 
 
TD6h 
 
10 unidades 
 
0 
TD6h 
 
0 20,2±10** 
**p<0,01 respecto al grupo control 
 
2. Búsqueda de los antígenos responsables de la respuesta protectora inducida con 
el TD6h mediante fraccionamientos sucesivos del extracto y vacunación con las 
fracciones. 
 
2.1..Fraccionamiento del TD6h por la solubilidad de sus componentes y 
vacunación de conejos con las fracciones. 
 
El TD6h, a pesar de ser un extracto de membranas insoluble en agua, aun 
contiene algunos restos de proteínas hidrosolubles, como pudimos comprobar al 
detectar la presencia de proteínas en el sobrenadante de la centrifugación del extracto a 
100.000 g. Esta fracción de proteínas, denominada material hidrosoluble, representó 
aproximadamente el 9% de la cantidad total de proteínas determinadas en el TD6h 
inicial y fue administrada como antígeno vacunal a un lote de conejos. El resto de las 
proteínas del TD6h se separaron en dos partes: una, la solubilizada con Tritón X-100, 
que contenía proteínas de membrana y la otra, la insolubilizable con TX-100, que 
contenía a los restos tisulares insolubles. La primera representó el 58% y la segunda el 
33% del extracto inicial. Ambas partes fueron administradas a lotes de 3 conejos cada 
uno. 
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2.1.1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA 
CLASE IgG. 
 
La figura 38 muestra que los niveles de IgG inducidos por las fracciones son 
similares entre sí y están en torno a 1,5 de DO, significativamente por debajo de los 
niveles de IgG inducidos por el TD6h completo (DO superior a 2,1). 
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Figura 38. Niveles séricos de IgG (DO Media ± DE) en los conejos control y en los 
inmunizados con el TD6h y sus fracciones. Las flechas indican las semanas en las que se 
administraron los extractos. Los parásitos se alimentaron sobre los conejos en las semanas 5, 
6, 14 y 16. 
 
2.1.2. ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS ANIMALES 
INMUNIZADOS. 
 
En SDS-PAGE se observa que más de la mitad de los componentes del TD6h son 
proteínas de membrana, que se solubilizan con Tritón X-100 (Figura 39A, carriles 1 y 
2). El resto son proteínas insolubilizables con ese detergente (Figura 39A, carril 3). Por 
su parte, la fracción con el material hidrosoluble (Figura 39A, carril 4) muestra un 
patrón de bandas que en nada recuerda al TD6h o a sus fracciones. Consecuentemente, 
los sueros de los animales vacunados con TD6h o con proteínas de membrana revelaron 
un patrón de antígenos prácticamente idéntico entre si (Figura 39B, carriles a y b), y, a 
su vez, similar al revelado en los dos experimentos anteriores. Los animales vacunados 
con las proteínas insolubles en Tritón X-100 y los vacunados con el material 
hidrosoluble reconocieron patrones antigénicos completamente distintos a los anteriores, 
consistentes en un escaso número de bandas, entre los 250 y los 68 kDa (Figura 39B, 
carriles d y e). 
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Figura 39. A. Geles de poliacrilamida teñidos con plata y azul de coomassie: TD6h (1), 
proteínas de membrana solubilizadas con TX-100 (2), restos tisulares insolubles en TX-100 
(3) y material hidrosoluble resultante de la congelación y sonicación del TD (4). B. Western 
Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h completo por los sueros de los conejos 
vacunados con TD6h (a), proteínas de membrana solubilizadas con TX-100 (b), restos 
tisulares insolubles en TX-100 (d) y material hidrosoluble (e). 
 
2.1.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
Se practicaron dos infestaciones con 25 machos, 15 hembras, 100 ninfas-2 y 100 
larvas por conejo e infestación, salvo en el grupo control y en el de los vacunados con 
proteínas de membrana, a los cuales se les practicaron un total de cuatro infestaciones. 
 
El efecto protector se manifestó sólo en los conejos vacunados con TD6h (que se 
incluyeron como control positivo) y en los vacunados con la fracción de proteínas de 
membrana. Dicho efecto, muy similar en su magnitud en ambos grupos, consistió en un 
descenso significativo de la fecundidad de las hembras (Tabla XXXVI) y, muy 
especialmente, en una elevada mortalidad de los inmaduros, en particular en las dos 
primeras infestaciones (Tabla XXXVII). La respuesta frente a las otras dos fracciones, 
los restos insolubles en TX-100 y el material hidrosoluble, no afectó en absoluto a los 
parásitos. 
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Tabla XXXVI. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos 
depositados por las alimentadas sobre los conejos control o sobre los vacunados con el 
TD6h y sus  fracciones, en las cuatro infestaciones (media±DE). 
 
  INFESTACIONES 
Parámetro Antígeno Primera Segunda Tercera Cuarta 
 
No. 
 
Control 
 
15±4,3 
 
17,3±3,2 
 
17,3±3,1 
 
21,1±0,7 
huevos TD6h + FAs 6,6±4,2* 3±3** - - 
 Prot. Membrana 7±3* 8±2* 33,8±3 25±2,5 
 Insolubles T-X100 10±5 6,6±1* - - 
 Hidrosolubles 12±7 12,6±2,6 - - 
 
% 
 
Control 
 
100 
 
26,6±0,3 
 
98,6±1,3 
 
100 
viabilidad TD6h + FAs 0** 7,6±7,6* - - 
 Prot. Membrana 35±17,5** 0** 100 100 
 Insolubles T-X100 58,3±25,5* 0** - - 
 Hidrosolubles 
 
15,3±15,3* 33,3±33,3 - - 
  *p<0,05 respecto al grupo control 
**p<0,01 respecto al grupo control 
 
 
 
Tabla XXXVII. Mortalidad (%) de las ninfas-2 y las larvas de O. erraticus alimentadas sobre los 
conejos control o sobre los vacunados con el TD6h y sus fracciones, en las cuatro infestaciones 
(media±DE). 
 
  INFESTACIONES 
% mortalidad  
Antígeno 
 
Primera 
 
Segunda 
 
Tercera 
 
Cuarta 
 
Ninfas-2 
 
Control 
 
8±2,4 
 
4,9±1,1 
 
1,4±0,9 
 
1,1±0,6 
 TD6h + FAs 53,8±13,3** 47,3±17,2** - - 
 Prot. Membrana 52,6±19** 52,1±21,3** 4,1±2* 9,9±5,2** 
 Insolubles T-X100 8,6±4,3 13,6±8,4 - - 
 Hidrosolubles 5,3±1,4 3±2,1 - - 
 
Larvas 
 
Control 
 
6,7±3,6 
 
0 
 
- 
 
- 
 TD6h + FAs 1,9±1,1 0 - - 
 Prot. Membrana 39,5±23,4** 0 - - 
 Insolubles T-X100 0 0 - - 
 Hidrosolubles 
 
1±1 0 - - 
  *p<0,05  respecto al grupo control 
**p<0,01  respecto al grupo control 
 
 Según estos resultados, los antígenos responsables de la protección conseguida 
con el TD6h son proteínas de membrana solubilizadas con TX-100, y en consecuencia, 
en las siguientes pruebas se procedió al subfraccionamiento de éstas. 
 
 
   2.2. Fraccionamiento de las proteínas de membrana por su carga nativa y 
vacunación de ratones con las fracciones. 
 
 En el presente experimento se comprobó en primer lugar que la composición de 
la fracción de proteínas de membrana solubilizadas en TX-100 no varía en función del 
sexo de los ejemplares, como se puede observar más adelante en la figura 42. A 
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continuación, los componentes de dicha fracción se dividieron en tres partes, en función 
de su carga nativa, por cromatografía de intercambio iónico (ver Material y Métodos, 
apartado 3.2.3). La mayor parte de tales proteínas resultaron ser catiónicas y neutras, y 
sólo una mínima parte fueron aniónicas (Figura 42). Aunque el número de las proteínas 
catiónicas fue superior al de las neutras, las neutras fueron mucho más abundantes, en 
masa, representando casi el 90% de todas las proteínas solubilizadas con TX-100, frente 
al apenas 8% de las catiónicas. El 2% restante lo aportaron las proteínas aniónicas. 
 
2.2.1. NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA CLASE IgG Y DE LAS 
SUBCLASES IgG1 E IgG2a. 
 
La vacunación de ratones con las fracciones anteriores indujo respuestas 
humorales que sólo comenzaron a ser detectables después de la tercera dosis antigénica, 
alcanzando un nivel máximo que se mantuvo constante en el tiempo mediante la 
administración de dos dosis de recuerdo adicionales (Figura 40). Las respuestas más 
potentes fueron las inducidas por las proteínas catiónicas y las neutras (DO en torno a 
1,5) y la más débil fue la inducida por las aniónicas (DO 1,0). 
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Figura 40. Niveles séricos de IgG (DO Media ± DE) en los sueros de los ratones control y 
de los inmunizados con TD6h, con las proteínas de membrana y con sus fracciones de 
distinta carga nativa obtenidas por intercambio iónico. Las flechas indican las semanas en 
las que se administró el extracto. Los parásitos se alimentaron en las semanas 5, 8, 10 y 14. 
 
 
En lo relativo a las dos subclases determinadas (Figura 41), los niveles de IgG2a 
fueron similares o superiores (para las proteínas de membrana) a los de IgG1 en todos 
los grupos. Los niveles máximos de ambas subclases se alcanzaron en los animales 
vacunados con el TD6h y con las proteínas de membrana, mientras que, entre los 
animales vacunados con las fracciones, los niveles más altos de IgG1 e IgG2a se 
alcanzaron con las proteínas catiónicas. 
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Figura 41. Niveles séricos (DO Media ± DE) de las subclases IgG1 e IgG2a en los sueros 
de los ratones control y de los inmunizados con TD6h, con las proteínas de membrana y con 
las fracciones obtenidas a partir de estas últimas mediante intercambio iónico, en la semana 
10, correspondiente al momento en que se practicó la tercera infestación. 
 
2.2.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS ANIMALES 
INMUNIZADOS. 
 
Las respuestas inducidas en los ratones por el TD6h y por la fracción de las 
proteínas de membrana revelaron, sobre el TD6h completo, el perfil antigénico habitual 
(Figura 42), aunque con ligeras variaciones en cuanto al número exacto e intensidad de 
las bandas observado en experimentos anteriores. Las respuestas inducidas por las 
fracciones de distinta carga eléctrica no revelaron banda alguna salvo en el caso de la 
respuesta frente a las proteínas neutras, que reconoció a algunos de los antígenos, pero 
tan débilmente que apenas resultaron perceptibles. 
 
Figura 42. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición del TD6h, de 
la fracción de proteínas de membrana obtenida por separado a partir de machos (M) y de 
hembras (H) y de las tres partes en que se dividió la fracción anterior: proteínas catiónicas 
(+), aniónicas (-) y neutras (Neu). B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h 
por los sueros de los ratones vacunados con: TD6h, proteínas de membrana (Memb), 
proteínas catiónicas (+), proteínas aniónicas (-) y proteínas neutras (Neu). 
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2.2.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
La acción de la respuesta se evaluó observando la mortalidad de cada lote de 50 
ninfas-2 alimentadas por ratón e infestación, en cuatro infestaciones (Tabla XXXVIII). 
Destaca el hecho de que, en este experimento, la mortalidad en los grupos control 
positivos (los vacunados con TD6h y proteínas de membrana) fue mucho más baja 
(entre el 5% y el 15%) que en experimentos previos con estos mismos extractos 
(superiores al 50%). Por su parte, la mortalidad de las ninfas-2 alimentadas sobre los 
ratones vacunados con las fracciones fue tan baja que apenas superó la registrada con el 
control negativo. Sólo en el grupo vacunado con proteínas catiónicas (primera 
infestación) y en el vacunado con neutras (tercera infestación) se registraron 
mortalidades ligeramente significativas, que en ningún caso permitieron establecer con 
certeza en cual o cuales de esas fracciones se encuentran los antígenos responsables de 
la protección. 
 
Conviene señalar que las ninfas-2 utilizadas en estas cuatro infestaciones fueron, 
en todos los casos, ejemplares de laboratorio recientemente obtenidos (durante los dos 
meses previos a su utilización en las infestaciones), mientras que en los experimentos 
precedentes, los ejemplares utilizados para las infestaciones procedían de cultivos más 
viejos y habían padecido periodos de ayuno más largos, entre 2 y 6 meses. 
 
Tabla XXXVIII. Mortalidad (%) de las ninfas-2 de O. erraticus alimentadas, sobre 
los ratones control y sobre los inmunizados con TD6h, con las proteínas de 
membrana y con sus fracciones de diferente carga eléctrica, en las cuatro 
infestaciones. 
 
 INFESTACIONES 
ANTÍGENO Primera Segunda Tercera Cuarta 
 
Control 
 
4,7±0,4 0,9±0,6 0,5±0,3 1,4±0,4 
T.D 6h. 
 
15,1±2,1* 5,1±2,2* 10,1±3,8* 9,6±2,5* 
Prot. Membrana 
 
6,9±0,9* 4,2±0,9* 13,9±2,9* 4,4±1,6* 
Catiónicas 
 
7,7±1,9* 0,2±0,2 1,1±0,5 0,2±0,2 
Aniónicas 
 
0,2±0,2 2,2±1,1 0,2±0,2 0,2±0,2 
Neutras 
 
2,5±0,8 0,2±0,2 3,5±1,7* 2,7±1,9 
*p<0,05  respecto al grupo control 
 
 
   2.3. Repetición del experimento anterior en conejos: vacunación con las proteínas 
de membrana y sus fracciones de diferente carga nativa. 
 
Dado que la vacunación de ratones no permitió averiguar en cual de las fracciones 
se encontraban las moléculas responsables de la mortalidad de las garrapatas, se repitió 
el experimento con conejos por la mayor regularidad del efecto de la vacuna 
(mortalidad de los inmaduros) observada con esta especie. Además, se tuvo en cuenta el 
tiempo de ayuno de los ejemplares utilizados en las infestaciones al evaluar la 
protección conseguida. 
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2.3.1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA 
CLASE IgG. 
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Figura 43. Niveles séricos de IgG (DO Media ± DE) en los sueros de los conejos control y 
de los inmunizados con las proteínas de membrana y con sus fracciones de distinta carga 
nativa obtenidas por intercambio iónico. Las flechas indican las semanas en las que se 
administró el extracto. Los parásitos se alimentaron en las semanas 5, 8, 10 y 14. 
 
 
La respuesta humoral inducida en los conejos con las proteínas de membrana y 
sus distintas fracciones (Figura 43) fue similar a la observada en los ratones del 
experimento anterior. Todos los extractos indujeron respuestas detectables, que 
alcanzaron el máximo nivel de anticuerpos en el suero después de la tercera 
estimulación antigénica. Los máximos más altos se observaron en los animales 
vacunados con las proteínas de membrana y con las catiónicas (DO próxima a 2,0); los 
más bajos, en los vacunados con proteínas neutras (DO 1,3) y aniónicas (DO 1,1). 
 
 
2.3.2. ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS ANIMALES 
INMUNIZADOS. 
 
Los conejos vacunados con las proteínas de membrana (control positivo) 
reconocieron sobre el TD6h el patrón antigénico habitual. De los vacunados con las 
fracciones, los que recibieron las aniónicas no revelaron banda alguna, los vacunados 
con las catiónicas reconocieron, todos, a una de 45 kDa y los vacunados con las neutras 
reconocieron las bandas de 110, 100, 97 y 45 kDa, aunque de forma débil y bastante 
irregular (Figura 44). 
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Figura 44. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: composición del 
TD6h, de la fracción de proteínas de membrana (Memb) y de las tres partes en que se 
dividió la fracción anterior: proteínas catiónicas (+), aniónicas (-) y neutras (Neu). B. 
Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h por los sueros de los conejos vacunados 
con proteínas de membrana (Memb), proteínas catiónicas (+), proteínas aniónicas (-) y 
proteínas neutras (Neu). 
 
2.3.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
Como en el experimento precedente se observó que el tiempo de ayuno de los 
ejemplares usados en las infestaciones parecía influir en la sensibilidad de éstos a la 
acción de la vacuna, para comprobarlo se practicaron cuatro infestaciones con 50 
ninfas-2, por conejo e infestación, que habían sido obtenidas en el laboratorio y 
mantenidas en ayuno durante 2 meses; junto a éstas ninfas de laboratorio se aplicaron, 
en la tercera y cuarta infestaciones, 50 ninfas-2 de campo, que previsiblemente habían 
ayunado durante al menos 6 meses.  
 
Como muestra la tabla XXXIX, las ninfas-2 ayunadas durante sólo dos meses 
resultaron casi insensibles a la acción de la vacuna, registrándose mortalidades 
significativas sólo en las alimentadas sobre los conejos vacunados con la fracción 
completa de proteínas de membrana durante la primera infestación. En el resto de las 
infestaciones y grupos la mortalidad fue insignificante o nula. Por el contrario, las 
ninfas ayunadas durante al menos 6 meses fueron más sensibles a la vacuna, ya que 
sufrieron mortalidades significativas en las dos infestaciones en que se aplicaron, tanto 
en el grupo control positivo (en torno al 15%) como en el grupo vacunado con las 
proteínas neutras (5-7%). 
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Tabla XXXIX. Mortalidad (%) de las ninfas-2 de O. erraticus, ayunadas durante 2 ó 6 
meses, tras ser alimentadas, sobre los conejos control o sobre los vacunados con las 
proteínas de membrana y con sus fracciones de diferente carga eléctrica, en las cuatro 
infestaciones. 
 
 INFESTACIONES 
 Primera Segunda Tercera Cuarta 
Antígeno ayuno 
2 meses 
ayuno 
2 meses 
ayuno 
6 meses 
ayuno 
2 meses 
ayuno 
6 meses 
ayuno 
2 meses 
 
Control 
 
0,9±0,5 0 0 0 0 0 
Prot. 
membrana 23,6±22,1 0 15,7±6,4* 1,3±1,3 13,5±2,3** 1,2±1,2 
 
Catiónicas 
 
0,9±0,9 
 
0 
 
1,8±1,2 
 
0,3±0,3 
 
1,2±1,2 
 
0,6±0,6 
 
Aniónicas 
 
2,6±0,4 
 
0 
 
6,9±2,8 
 
1,1±0,6 
 
3,6±2 
 
2,2±1,4 
 
Neutras 
 
1,7±1,2 0 4,9±1,6* 2,3±1,7 7,2±0,9** 1,9±1 
*p<0,05 respecto al grupo control 
**p<0,01 respecto al grupo control 
 
 
   2.4. Fraccionamiento de las proteínas de membrana por su tamaño y vacunación 
de cerdos con las fracciones. 
 
Para caracterizar a los antígenos responsables de la protección por su peso 
molecular, las proteínas de membrana del TD6h fueron resueltas en SDS-PAGE y 
divididas en tres grupos de distinto peso molecular (>200 kDa, 200-19 kDa y <19 kDa) 
por el simple procedimiento de cortar el gel en tres trozos. Los fragmentos del gel 
fueron triturados y administrados a cerdos con los adyuvantes de Freund, evitando así 
las pérdidas que pudieran producirse durante la electroelución de las proteínas y 
asegurándonos de que la totalidad de las mismas eran administradas. Como controles 
positivos se incluyeron dos grupos de cerdos, unos vacunados con el TD6h completo y 
otros con las proteínas de membrana. 
 
2.4.1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA 
CLASE IgG Y DE LAS SUBCLASES IgG1 E IgG2. 
 
 Todos los extractos administrados, salvo las proteínas inferiores a 19 kDa, 
indujeron una fuerte respuesta humoral, como muestran las DO para la IgG total de los 
sueros obtenidos a los 7 días de la tercera dosis de antígeno (Figura 45). En esos 
mismos sueros los niveles de IgG1 fueron similares en todos cerdos (DO entre 0,6 y 
08), salvo en los vacunados con las proteínas <19 kDa, que apenas superaron el nivel 
basal. Los niveles de IgG2 mostraron una gran variabilidad entre grupos, desde una DO 
de 0,7 en los animales vacunados con TD6h hasta ser prácticamente indetectables en los 
vacunados con 200-19 kDa y <19 kDa. 
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Figura 45. Niveles séricos (DO Media ± DE) de IgG y de las subclases IgG1 e IgG2 en los 
sueros de los cerdos control y de los inmunizados con TD6h, con las proteínas de membrana 
y con sus fracciones de diferente peso molecular (>200 kDa, 200-19 kDa y <19 kDa), en la 
semana 5, correspondiente a los 7 días de la tercera dosis de antígeno, momento en el que se 
practicó la primera infestación. 
 
 
2.4.2. ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS 
ANIMALES INMUNIZADOS. 
 
 Los sueros de todos los cerdos vacunados reconocieron sobre el TD6h un buen 
número de antígenos, excepto, como era previsible por los resultados de la figura 45, los 
vacunados con los componentes inferiores a 19 kDa, que no revelaron banda alguna. 
 
Los animales vacunados con TD6h y con el extracto completo de proteínas de 
membrana reconocieron, en esencia, el mismo patrón antigénico que todos los animales 
anteriores inmunizados con estos mismos extractos. Las proteínas >200 kDa indujeron 
respuestas que no sólo reconocieron a los antígenos de tamaño superior a 200 kDa, sino 
también a un buen número de bandas más pequeñas, de hasta 36 kDa. Las respuestas 
frente a las proteínas de 200-19 kDa reconocieron a un amplio rango de antígenos, 
desde los 200 hasta los 12-8 kDa, muy similar al revelado por las respuestas frente al 
extracto completo de proteínas de membrana (Figura 46). 
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Figura 46. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: composición del 
TD6h y de la fracción de proteínas de membrana (Memb). Las marcas de la derecha indican 
los tres fragmentos en los que se dividieron los geles para separar las proteínas en función 
de su peso molecular. B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h por los sueros 
de los cerdos vacunados con TD6h, proteínas de membrana (Memb), proteínas superiores a 
200 kDa, proteínas de 200 a 19 kDa y proteínas inferiores a 19 kDa. 
 
 
2.4.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
El efecto protector de la vacuna se evaluó en dos infestaciones, la primera a los 7 
días de la tercera dosis de antígeno y la segunda tras una dosis antigénica de recuerdo. 
Dada la influencia del periodo de ayuno de los ejemplares en el efecto de la vacuna, 
observado en el experimento anterior, para confirmarlo, en la presente prueba se 
utilizaron ninfas-1, 2 y 3 sometidas a diferentes periodos de ayuno. 
 
Los datos relativos a la mortalidad de estos ejemplares se ofrecen en la tabla XL, 
en la que se observa, en primer lugar, que ninguna de las tres fracciones de proteínas de 
membrana indujo respuestas protectoras y, en segundo lugar, que, efectivamente, un 
mayor periodo de ayuno, previo a la alimentación sobre los animales inmunizados, hace 
a los parásitos más sensibles a la acción de la vacuna. Este efecto sólo se pudo constatar 
en los cerdos vacunados con TD6h y con las proteínas de membrana completas, únicos 
en los que se indujeron respuestas protectoras. Conviene señalar que, en los cerdos 
aludidos, la mortalidad de los ejemplares registró enormes diferencias interindividuales, 
como muestran los altos valores para las desviaciones típicas, que en algunos casos 
igualaron a la media. 
 
Resultados 
 
 115
 
Tabla XL. Mortalidad (%) de las ninfas-1 (N1), ninfas-2 (N2) y ninfas-3 (N3), 
sometidas a diferentes periodos de ayuno, tras ser alimentadas, sobre los cerdos control 
o inmunizados con TD6h, proteínas de membrana y sus fracciones de diferente peso 
molecular, en las dos infestaciones. 
 
 1ª INFESTACION 2ª INFESTACION 
Antígeno 
N1 
ayuno 
1 mes 
N2 
ayuno 
7 meses 
N3 
ayuno 
8 meses 
N1 
ayuno 
3 meses 
N2 
ayuno 
7 meses 
 
Control 
 
0 
 
0 
 
0 
 
0 
 
0 
 
TD6h 
 
4,6±4,6 34,5±25,9 2,5±2,5 40±40 30±30 
Prot.  
membrana 6±1,4* 52,8±7,8** 24±14,9* 0 0 
 
>200 kDa 
 
0 
 
0 
 
0 
 
0 
 
0 
      
200-19 kDa 0 0 0 0 0 
 
<19 kDa 
 
0 
 
0 
 
0 
 
0 
 
0 
      
  *  p<0,05 respecto al grupo control 
**  p<0,01 respecto al grupo control 
 
 Como estos dos últimos fraccionamientos no permitieron acotar más 
estrechamente cuales podrían ser los antígenos responsables de la protección, 
consideramos oportuno llevar a cabo las averiguaciones descritas en el punto siguiente, 
antes de adoptar una estrategia diferente para identificar a los antígenos de interés. 
 
 
3. Nueva vacunación de cerdos con extractos completos de TD para localizar una 
fuente de antígenos protectores más rica que el TD6h de adultos. 
3.1. Vacunación con TD de adultos ayunados durante 12 meses, extraído a las 6 y  
       72 horas postalimentación 
   3.2. Vacunación con TD de ninfas-1 ayunadas durante  3 meses, extraído a las 6  
        horas postalimentación 
3.3. Influencia de la presencia de anticuerpos frente a antígenos salivales en la  
 acción de la vacuna con TD6h (ver Material y Métodos, Tabla P). 
 
La mayor sensibilidad a la acción de la vacuna de los parásitos largamente 
ayunados podría indicar que su tubo digestivo es más rico en antígenos protectores que 
el de los ejemplares alimentados más frecuentemente. Para comprobarlo se vacunaron 
cerdos con extractos de tubo digestivo de adultos previamente ayunados durante 12 
meses, tomándolo no sólo a las 6 horas sino también a las 72 horas postalimentación. 
Del mismo modo, la mayor sensibilidad de los inmaduros frente a la vacuna (respecto a 
la de los adultos) podría indicar, igualmente, una mayor riqueza de antígenos 
protectores en su tubo digestivo. Esta posibilidad también fue comprobada vacunando 
cerdos con un extracto de TD6h obtenido a partir de ninfas-1. Por último, mediante la 
inmunización con TD6h de un cerdo previamente infestado con adultos, se comprobó si 
un alto título de anticuerpos frente a antígenos salivales de O. erraticus influía en la 
acción de la vacuna. 
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1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA CLASE 
IgG Y DE LAS SUBCLASES IgG1 E IgG2. 
 
 Como se observa en la figura 47, todos los extractos aludidos generaron intensas 
respuestas humorales, caracterizadas por altos niveles séricos de IgG total (DO entre 2,0 
y 2,2) y por niveles medios de IgG1 (DO entre 0,6 y 1,0). Los niveles de IgG2a fueron, 
en general, bastante bajos (DO en torno a 0,2), superando apenas el control, excepto en 
el cerdo con anticuerpos frente a antígenos salivales, en el que las IgG2 (frente al TD) 
alcanzaron un nivel superior al de las IgG1 (DO de casi 0,8). 
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Figura 47. Niveles séricos (DO Media ± DE) de IgG y de las subclases IgG1 e IgG2 en los 
sueros de los cerdos control y de los inmunizados con TD6h y TD72h de adultos ayunados 
12 meses, con el mismo TD6h de adultos ayunados + tres infestaciones y con TD6h de 
ninfas-1, en la semana 5, correspondiente a los 7 días de la tercera dosis de antígeno, 
momento en el que se practicó la primera infestación. 
 
 
2. ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS ANIMALES 
INMUNIZADOS. 
 
 La composición proteica de los tres extractos de TD administrados a los cerdos 
en este experimento resultó aparentemente idéntica entre si y a la vez idéntica a la del 
TD6h de adultos administrado con anterioridad. Las diferencias entre ellos, si las hubo 
no pudieron apreciarse en SDS-PAGE (Figura 48B). En relación con lo anterior, 
tampoco se apreciaron por Western Blot diferencias significativas entre los patrones 
antigénicos reconocidos por los animales vacunados (Figura 48B), que fueron, en 
esencia, iguales a los revelados en experimentos previos. 
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Figura 48. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata: composición del TD de adultos 
ayunados durante 12 meses, tomado a las 6 y 72 horas postalimentación;  composición del 
TD6h de ninfas-1 ayunadas tres meses. B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el 
extracto homólogo por los sueros de los cerdos vacunados con TD6h y TD72h de adultos 
ayunados 12 meses (1 y 2 ), TD6h de adultos ayunados 12 meses + infestaciones con 
adultos de O. erraticus (3) y TD6h de ninfas-1 ayunadas 3 meses. 
 
 
3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
 En la tabla XLI se muestra la mortalidad de las ninfas-1 que, tras un periodo de 
ayuno previo de unos 3-4 meses, fueron utilizadas como testigo en las tres infestaciones 
a las que se sometieron los cerdos vacunados. Los datos muestran: (i), que el extracto de 
membranas de TD obtenido de adultos largamente ayunados induce respuestas 
protectoras tanto o más potentes (81-83% de ninfas-1 muertas) que el extracto obtenido 
de adultos alimentados con regularidad; (ii), que el TD obtenido a las 72 horas 
postalimentación induce respuestas protectoras tanto o más potentes que el TD6h; (iii), 
que frente al TD6h de ninfas-1 las respuestas protectoras son más débiles que frente al 
extracto equivalente de adultos y (iv), que la presencia previa de anticuerpos frente a 
antígenos salivales en el suero del animal vacunado, en lugar de incrementar el efecto 
protector de la vacuna, más bien lo reduce. 
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Tabla XLI. Mortalidad (%) de las ninfas-1 de O. erraticus, sometidas a un ayuno 
previo de al menos 3 meses, tras ser alimentadas, sobre los cerdos control o 
inmunizados con TD6h y TD72h de adultos ayunados 12 meses, con TD6h de 
adultos ayunados 12 meses + tres infestaciones con ejemplares adultos y con TD6h 
de ninfas-1 ayunadas 3-4 meses, en las tres infestaciones. 
 
 INFESTACIONES 
 Primera Segunda Tercera 
  
Antígeno 
N1 
ayuno 
3-4 meses 
N1 
ayuno 
3-4 meses 
N1 
ayuno 
3-4 meses 
 
Control 
 
1,6±1,6 10,1±7,1 3,1±3,1 
 
TD6h  adultos 83* 7,9* 10 
 
TD72h adultos 81* 69,2* 32,7 
 
TD6h adultos + 
infestaciones 
56* 40,2* 4,4 
 
TD6h Ninfas-1 
 
0 23,5* 5,5 
* p<0,05 respecto al grupo control 
 
 
4. Identificación de los antígenos responsables de la protección. 
 
Teniendo en cuenta los nuevos conocimientos obtenidos en el punto precedente 
acerca de los extractos de TD, decidimos utilizar una estrategia nueva para identificar a 
los antígenos protectores presentes en dichos extractos, que consistió, en esencia en: (i), 
confirmar su naturaleza peptídica; (ii), identificar a aquellos cuya expresión es disparada 
por la ingestión de la sangre y (iii), identificar a los que son reconocidos exclusivamente 
por los animales protegidos. 
 
4.1. Ausencia de componentes glicolipídicos en la fracción de proteínas de 
membrana de tubo digestivo (las solubilizadas con Tritón X-100). 
  
 Los potenciales glicolípidos presentes en la fracción de proteínas de membrana 
del tubo digestivo fueron extraídos consecutivamente con dos mezclas diferentes de 
solventes orgánicos y posteriormente separados en cromatografía de capa fina (ver el 
apartado 3.2.5 de Material y Métodos). La figura 49 muestra la total ausencia de este 
tipo de moléculas en la fracción proteica analizada. Consecuentemente, los antígenos 
responsables de la respuesta protectora inducida por esta fracción no pudieron ser los 
hipotéticos glicolípidos sino solamente las proteínas/glicoproteínas, las cuales se 
convirtieron entonces en el objeto de los siguientes estudios. 
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Figura 49. Cromatografía en capa fina: composición glicolipídica de los extractos orgánicos 
obtenidos a partir de la fracción de proteínas de membrana de tubo digestivo solubilizadas 
con Tritón X-100. Panel A: Extractos obtenidos a partir de la muestra A con 
cloroformo:metanol (c/m) y cloroformo:metanol:agua (c/m/a) (Fase móvil, 
cloroformo:metanol:agua 65:25:4). Panel B: Los mismos extractos, pero obtenidos a partir 
de la muestra B (Fase móvil, cloroformo:metanol:agua 45:45:10). P: gangliósidos de 
cerebro bovino utilizados como patrón. 
 
 
4.2. Proteínas de membrana del TD inducidas a lo largo del periodo de digestión 
de la sangre. 
 
En los experimentos precedentes se ha establecido que mientras que el TD-ayunas 
induce respuestas prácticamente inocuas para el parásito, el TD6h y el TD72h inducen 
respuestas fuertemente protectoras. Lo anterior parece indicar que los antígenos 
responsables de la protección serían proteínas de membrana cuya expresión se induce a 
partir de las 6 horas tras la ingestión de la sangre y se mantiene, al menos, hasta las 72 
horas postalimentación. De ser cierta esta hipótesis, el análisis de la composición 
proteica de extractos de membrana de tubo digestivo tomados a distintos tiempos del 
periodo de postalimentación señalaría a los antígenos de interés. Para comprobarlo se 
obtuvieron dichos extractos a partir de adultos en ayunas y de adultos alimentados, 
tomados a las 6, 48 y 72 horas y a los 15 y 23 días de la ingestión de la sangre. Los 
extractos se analizaron por SDS-PAGE y el resultado se  muestra en la figura 50A, en la 
cual se puede apreciar la aparición de 2-3 nuevas bandas, de unos 43-45 kDa, entre las 6 
y 72 horas postalimentación, con una intensidad máxima en el carril correspondiente a 
las 48 horas. Dichas bandas no se observaron en el TD-ayunas ni en los extractos 
tomados a los 15 y 23 días.  
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Para facilitar la observación de estas nuevas bandas, se purificaron las fracciones 
de proteínas de membrana correspondientes de estos extractos y se reanalizaron por 
SDS-PAGE (Figura 50B). Las tres nuevas bandas de 43-45 kDa son ahora claramente 
visibles en el extracto tomado a las 48 horas, pero no en el extracto de ejemplares en 
ayunas ni en el de ejemplares que ya han digerido la sangre (23 días). La composición 
más simple de las fracciones examinadas en la figura 50B permitió observar también la 
presencia en el extracto tomado a las 48 horas de otras dos bandas, de 100 kDa y de 14 
kDa, cuya  aparición había quedado enmascarada al analizar los extractos completos de 
membranas de tubo digestivo. 
 
Figura 50. Geles de poliacrilamida teñidos con plata. A. Composición proteica de los 
extractos de membranas del TD de adultos obtenidos a partir de ejemplares en ayunas y de 
ejemplares alimentados, tomados a las 6, 48 y 72 horas y a los 15 y 23 días 
postalimentación. B. Composición proteica de las fracciones de proteínas de membrana de 
TD de ejemplares en ayunas y ejemplares alimentados, tomados a las 48 horas y 23 días 
postalimentación. 
 
 
Todas estas moléculas (de 14, 43-45 y 100 kDa) cumplían, por tanto, la primera 
condición para ser los antígenos responsables de las respuestas protectoras, esto es, que 
su expresión en la membrana de los enterocitos se indujese en respuesta a la ingestión 
de sangre. Pero para que realmente fuesen los antígenos protectores que estábamos 
buscando debían cumplir una segunda condición: la de ser reconocidos por y sólo por 
los sueros de los animales protegidos. Para comprobar cuál/cuales de las citadas 
proteínas cumplían esta segunda condición se llevó a cabo la prueba siguiente. 
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   4.3. Determinación de los antígenos reconocidos diferencialmente por los sueros 
de los animales protegidos. 
 
Las proteínas de membrana de tubo digestivo de ejemplares en ayunas y de 
ejemplares tomados a las 48 horas, 15 y 23 días postalimentación se enfrentaron en 
Western blot con sueros de animales (conejos y cerdos) vacunados con extractos de TD 
(TD-ayunas, TD6h o TD72h). En concreto, se utilizaron los sueros de un conejo y de un 
cerdo en los que la respuesta fue completamente ineficaz en ambos (0% de mortalidad 
de inmaduros) y los de otro conejo y otro cerdo en los que la respuesta fue altamente 
protectora (hasta un 80% de mortalidad de los inmaduros alimentados sobre ellos). 
 
En la figura 51 se observa que sobre los extractos tomados a las 48 horas 
postalimentación, los animales protegidos (pero no los desprotegidos) reconocen 
claramente a la banda de 45kDa (flecha). La banda aludida aparece también, aunque 
muy débilmente representada, en los extractos a los 15 y 23 días y sólo la revela el 
suero del cerdo protegido (cerdo número 95). De las otras bandas cuya máxima 
expresión se observó a las 48 horas postalimentación, la de 14 kDa no es reconocida por 
ningún animal protegido y la de 100 kDa lo es tanto por los sueros de los animales 
protegidos como por los de los desprotegidos. Por último, conviene señalar el 
reconocimiento en el TD48h, sólo por los sueros de los dos animales protegidos, de una 
banda adicional de unos 58-59 kDa, que no había sido observada en la prueba previa de 
inducción de la expresión (flecha). 
 
Figura 51. Western Blot: antígenos reconocidos sobre extractos de TD obtenido a partir de 
ejemplares en ayunas y de ejemplares alimentados, tomados a las 48 horas y a los 15 y 23 
días postalimentación, por sueros de conejos y cerdos vacunados con TD-ayunas o TD6h, en 
los cuales la respuesta fue ineficaz (-) o altamente protectora (+). 
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Cuando el TD48h se desglicosiló y se enfrentó de nuevo por Western Blot con el 
suero del cerdo más protegido (cerdo número 95), el perfil antigénico revelado no varió 
en función de la desglicosilación, como se puede observar en la figura 52. La banda de 
58-59 kDa no se observó en este Western Blot. 
 
Figura 52. Western Blot: antígenos reconocidos por el suero del cerdo número 95 
(protegido) sobre el TD48h en estado nativo (N), tratado sólo con el tampón de 
desglicosilación (B) y desglicosilado (D). 
 
 
De acuerdo entonces con estos resultados, la banda o bandas localizadas en el 
TD48h a la altura de 45 kDa cumplían las condiciones exigidas para ser los antígenos 
inductores de respuestas protectoras. La comprobación de su valor vacunal se realizó en 
el experimento siguiente. 
 
 
5. Vacunación de cerdos con la banda de 45 kDa obtenida a partir de geles de 
poliacrilamida. 
 
 A parir de un extracto de TD tomado de adultos a las 48h postalimentación se 
obtuvieron las correspondientes proteínas de membrana y se separaron por SDS-PAGE. 
La banda de 45 kDa (Oe45) se cortó y administró a un cerdo, en el propio gel de 
poliacrilamida, junto con los adyuvantes de Freund. A un cerdo adicional, incluido 
como control positivo, se administró el TD6h de adultos. 
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1. RESPUESTA HUMORAL: NIVELES DE ANTICUERPOS DE LA CLASE 
IgG Y DE LAS SUBCLASES IgG1 E IgG2. 
 
 Fueron necesarias tres dosis de Oe45 para generar una respuesta de IgG 
detectable (DO 1,2; Figura 53). Dos dosis de recuerdo elevaron y mantuvieron el nivel 
de IgG frente a la Oe45 hasta DO próximas a 2,0. La respuesta frente al TD6h alcanzó 
el máximo (DO 2,2) desde la tercera dosis de antígeno. 
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Figura 53. Niveles séricos de IgG (DO Media) en cerdos controles e inmunizados con 
TD6h y con la proteína Oe45. Las flechas indican las semanas en las que se administró el 
extracto. Los parásitos se alimentaron sobre los cerdos en las semanas 5, 6, 13, 10 y 14. 
 
 
 Respecto a los niveles de las subclases de IgG, la respuesta frente al TD6h fue la 
habitual: las DO máximas para las IgG1 estuvieron en torno a 1,2 y en torno a 0,7 para 
las IgG2, en ambos casos desde la tercera dosis de antígeno. Por su parte, los niveles de 
IgG1 e IgG2 inducidos por la Oe45 fueron similares para ambas subclases y aumentaron 
desde una DO de 0,4 con la tercera dosis hasta DO próximas a 1,0 tras las dos dosis de 
recuerdo (Figura 54). 
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Figura 54. Niveles séricos de subclases IgG1 e IgG2 en el cerdo inmunizado con TD6h de 
adultos de O. erraticus (TD6h) y en el cerdo vacunado con la proteína de 45 kDa del TD48h 
(Oe45) antes, de las inmunizaciones (semana 0), después de tres dosis de antígeno (semana 
5), y después de la  primera (semana 10) y segunda (semana 14) dosis de recuerdo. 
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2. ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS SUEROS DE LOS ANIMALES 
INMUNIZADOS. 
 
 En la figura 55 se puede observar como, sobre el extracto de TD obtenido a las 
48 horas postalimentación, el cerdo control positivo, vacunado con TD6h, reconoce el 
perfil antigénico habitual y como el suero del cerdo vacunado con la Oe45 reconoce 
única y exclusivamente a la banda de 45 kDa. 
 
Figura 55. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD6h por el suero del cerdo 
vacunado con TD6h y por el del cerdo vacunado con la proteína Oe45. 
 
3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
 La acción de la respuesta se evaluó en dos infestaciones a los 7 y 14 días de la 
tercera dosis de antígeno, con ninfas-1 y 2 de campo, previsiblemente ayunadas entre 3 
y 6 meses. Los resultados obtenidos (Tabla XLII) no fueron exactamente los 
previsibles, debido a que la mortalidad entre los ejemplares alimentados sobre el cerdo 
control positivo fue muy baja o nula (0-5,1 %). No obstante entre los alimentados sobre 
el cerdo vacunado con la Oe45 se registraron mortalidades de hasta el 12,8 %. Tras una 
dosis de recuerdo la mortalidad correspondiente al cerdo control positivo ascendió hasta 
el 44 % y la relativa al cerdo vacunado se mantuvo en 7,5 %. La segunda dosis de 
recuerdo no indujo, en la cuarta  infestación, un incremento en esos valores, pero, a 
pesar de lo irregular de estos resultados, cabe sin duda afirmar que la proteína Oe45 
induce una  respuesta capaz de provocar la muerte del parásito. 
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Tabla XLII. Mortalidad (%) de ejemplares inmaduros de O. erraticus alimentadas sobre el cerdo 
control, sobre el inmunizado con TD6h + FAs y sobre el inmunizado con la banda de 45kDa, en 
cuatro infestaciones: ninfas-1 (N1) ayunadas 5-6 meses y ninfas-2 (N2), ayunadas 3 y 4 meses. 
 
 INFESTA CIONES 
 
 
Primera Segunda Tercera Cuarta 
Antígeno N2 
ayuno 
3 meses 
N1 
ayuno 
5-6 meses 
N2 
ayuno 
3 meses 
N1 
ayuno 
5-6 meses 
N1 
ayuno 
5-6 meses 
N2 
ayuno 
4 meses. 
 
Control  
 
 
0 0 
 
0 
 
0 0 0 
 
TD6h 
 
 
5,1 0 
 
0 
 
44 6 4,7 
  
45kDa 
 
 
7,7 12,8 
 
5,2 
 
7,5 7,7 4,7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN  
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En vista de que Astigarraga et al. (1995) vacunando a los cerdos con 500 µg de 
SGE-2 de O. erraticus obtuvieron una respuesta que disminuyó de una forma 
significativa -aunque no llamativa como en el caso de O. moubata-  la cantidad de 
sangre ingerida y fertilidad de la garrapata, parecía lógico que nuestro primer paso fuese 
el de ver el efecto de la dosis a fin de comprobar si un incremento de la misma iba 
acompañado de otro en la inhibición de la toma de sangre. Aunque la dosis utilizada por 
Astigarraga et al. (loc. cit.) en principio cabe calificarla de alta, considerando que con la 
Bm86 dosis entre 50 y 500 µg dan el mismo grado de protección (Jackson & Opdebeek, 
1989), sin embargo, y puesto que el SGE-2 está constituido por numerosos 
componentes, podía ocurrir que los de interés no representasen más que un pequeño 
porcentaje. Así parecía indicarlo el hecho de que los antígenos del SGE-2, a pesar de 
dar las bandas más notorias en SDS-PAGE, sin embargo cada uno de ellos sólo 
representa el 1% de la proteína total del extracto (Baranda et al., 1997). En 
consecuencia, podía ocurrir que hubiésemos vacunado a los animales con menos de 5 
µg de la proteína(s) de interés, lo que podía tener su trascendencia pues, como resulta 
bien conocido, cuando los antígenos se administran en cantidades mínimas, sólo se 
generan respuestas T-independientes (por ejemplo, frente a epítopos sacarídicos) pero 
no T-dependientes frente a epítopos peptídicos (Mond et al., 1995). En definitiva, para 
comprobar si la dosis de SGE-2 influía en el grado de protección, pasamos a vacunar a 
los animales con dos dosis distintas (500 y 750 µg). Como indican los resultados, la 
respuesta inducida por una y otra no tuvo valor protector alguno -o este fue muy escaso- 
lo que no dejaba de ser sorprendente pues ni siquiera se había reproducido lo logrado 
por Astigarraga et al. (loc. cit.). 
 
Puesto que los animales utilizados en las diferentes pruebas no son uniformes 
genéticamente (aunque en principio todos son de raza ibérica, sin embargo son muy 
diferentes entre ellos, quizá por su grado de cruzamiento con otras razas) en 
consecuencia una posible causa del resultado podía ser el tipo de respuesta (Th1/Th2) 
que se hubiese inducido en una y otra prueba o, lo que es lo mismo, el isotipo de 
anticuerpos mediadores de la respuesta en cada de ellas. Dado que Astigarraga et al. 
(loc. cit.) en sus pruebas con el SGE-2 se limitaron a determinar IgG totales frente al 
antígeno vacunal, por no existir reactivos para la determinación de subclases, en 
consecuencia no podemos saber si la diferencia entre sus resultados y los nuestros se 
debían a la causa indicada. Por ello, y para ver si el tipo de respuesta influía en los 
resultados, pasamos a administrar el SGE-2 con dos adyuvantes distintos, los de Freund 
(FAs) y saponina. Aunque ambos son inductores de respuestas Th1 (Bomford, 1989; 
Smith, 1992), sin embargo, con la saponina podíamos obtener unos resultados más 
uniformes pues si bien es cierto que el adyuvante completo de Freund (FCA) es un 
poderoso inductor de respuestas Th1, el incompleto (FIA), por el contrario, lo es de 
respuestas Th2 (Forsthuber et al., 1996), por lo que la respuesta final puede variar 
mucho según la base genética de los animales. En la nueva prueba que estamos 
comentando descartamos el uso de inductores claros de respuestas Th2 (por ejemplo, el 
hidróxido de aluminio) por considerar que en la inhibición de la toma de sangre podía 
desempeñar un papel importante el complemento (por sus acciones quimiotácticas sobre 
leucocitos, activadoras del endotelio vascular, etc.) cuya activación es mucho más 
potente por las subclases de IgG derivadas de respuestas Th1 que de Th2. Como puede 
verse en las figuras 2 y 3, los niveles de IgG totales obtenidos con ambos tipos de 
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adyuvantes fueron muy similares, aunque los de las subclases IgG1 e IgG2 fueron más 
altos con los FAs que con la saponina. Puesto que sobre los animales vacunados con 
esta segunda los ejemplares tomaron significativamente menos sangre -en las dos 
infestaciones realizadas- que los puestos sobre los vacunados con los FAs, lo anterior 
parecía indicar: (i), que unos altos niveles de las subclases indicadas (cuyas propiedades 
biológicas, que nosotros sepamos, todavía están por establecer) no eran determinantes 
de la protección; (ii) que el tipo de respuesta, aunque no fuese de una forma llamativa, 
podía influir en el grado de protección, quizá a través de otras subclases de IgG de las 
ocho descritas en cerdos (Butter & Brown, 1994). Por ello, nuestro paso siguiente fue el 
de intentar potenciar las respuestas Th1 administrando el antígeno vacunal de forma 
particulada, lo que puede facilitar/potenciar ese tipo de respuesta, en vista de que los 
antígenos solubles, lo mismo que las altas dosis -aunque los datos no son concluyentes- 
tienden a dar respuestas Th2 (Abbas et al., 1996; Bachmann y Zinkernagel, 1996; 
Constant & Bottomly, 1997; Wilkinson et al., 2000). Indudablemente, el estado del 
antígeno (soluble/particulado) parece tener su influencia en el tipo de respuesta como 
indica el hecho de que con el nuevo antígeno (particulado) los niveles inducidos de 
IgG1 e IgG2 fuesen, aproximadamente, un 50% más bajos que los obtenidos con el 
SGE-2 soluble, fenómeno que no cabe atribuir a otros factores, como la composición 
del propio antígeno vacunal, pues como se observa en la figura 4A la del SGE-2 y la del 
antígeno particulado (gránulos) es idéntica. De los resultados de la prueba que estamos 
comentando lo que si parece claro es que la protección no tiene nada que ver con los 
niveles de anticuerpos (IgG totales) ni tampoco, como parecía indicar la prueba 
precedente, con unos bajos niveles de IgG1/IgG2, en vista de que ahora, con la 
combinación FAs-gránulos, se obtuvo una mejor protección que con saponina a pesar de 
dar ésta unos niveles más bajos de las subclases indicadas. Por otra parte, de la prueba 
que estamos comentando, otro problema desconcertante que originó fue el de que no se 
podía establecer ninguna relación entre los componentes de los extractos vacunales 
reconocidos por los anticuerpos y protección. Como ya se ha señalado en otras partes, 
Astigarraga et al. (1995), en sus pruebas de vacunación con el SGE-2/FAs observaron 
que los sueros de los animales vacunados (que afectaron negativamente a la garrapata) 
reconocían sobre el SGE-2 a unos componentes (70, 50 y 18-20 kDa) que no reconocían 
nunca los sueros obtenidos por infestación natural. Y, obviamente, al reconocimiento de 
esos componentes atribuyeron la acción protectora. Sin embargo, en las pruebas que 
ahora estamos comentando se observa (ver figura. 4B), (i), que, efectivamente, los FAs 
inducen el reconocimiento de los componentes indicados, pero que ese reconocimiento 
unas veces se traduce en protección (gránulos-FAs) y otras no (SGE-2-FAs); (ii), que la 
saponina no induce tal reconocimiento a pesar de lo cual en una prueba indujo una 
respuesta negativa para la garrapata (SGE-2-saponina) aunque no en la otra (gránulos-
saponina). 
 
 Ante esta situación, pensamos que la protección podía depender del 
reconocimiento de algún epítopo particular, poco inmunogénico, y que una posible vía 
para asegurar ese reconocimiento podía ser mediante la eliminación de los antígenos del 
extracto vacunal, pues éstos, al focalizar la respuesta hacia ellos, podían entorpecer la 
respuesta frente al epítopo de interés. Por ello, obtuvimos el SGE-2 desantigenado 
(SGE-2-NI), que como se indica en Materiales y Métodos, se administró a tres cerdos 
con los FAs. Sorprendentemente, la respuesta inducida por el nuevo antígeno en uno de 
los cerdos (nº 269) inhibió prácticamente por completo la alimentación de los 
ejemplares; pero sorprendentemente también, la respuesta inducida en los otros dos (nº 
267 y 268) no sirvió absolutamente para nada. Puesto que nunca habíamos conseguido 
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una inhibición tan fuerte como la vista en el cerdo 269, la comparación de la respuesta 
inducida en ese cerdo con la de los cerdos 267/268, en principio, era de esperar que 
pudiese darnos las claves de los parámetros responsables de la inhibición. Como se 
indica en resultados, no se observaron diferencias en los niveles de anticuerpos ni en el 
tipo de epítopos (sacarídicos/peptídicos) reconocidos por cada uno de los sueros. En 
Western blot, sin embargo, unas diferencias notorias en el patrón de bandas reveladas 
sobre el SGE-2 por el suero 269 y los otros dos fueron las siguientes: (i) que el cerdo 
protegido no revelaba para nada a los componentes antigénicos del extracto, lo que sí 
hacían los no protegidos; (ii), que a nivel de los 20 kDa, el 269 daba una banda con un 
perfil distinto (Figuras 7B y 8) que los otros dos. El reconocimiento de los componentes 
antigénicos por los cerdos no protegidos resultaba extraño, pues tales componentes, en 
principio, se habían retirado del extracto vacunal. Pero, como pronto pudimos 
comprobar, si los habían reconocido era porque en el extracto vacunal se encontraban en 
cantidades traza; tal evidencia, no obstante, nos conduce a un nuevo problema: el de por 
qué no los reconoció el 269, vacunado exactamente con el mismo extracto. Acerca de 
este asunto todavía no tenemos una explicación clara. Cualquiera que sea la causa, la 
conclusión más inmediata que cabía obtener de la prueba en consideración es que el 
reconocimiento de los antígenos iba en contra de la protección. Por este motivo 
repetimos la vacunación con el SGE-2-NI, pero ahora tras asegurar la retirada total de 
los componentes antigénicos (Figura 9A). Sorprendentemente, la respuesta inducida por 
el nuevo extracto, no tuvo ningún valor protector. Como se observa en la figura 9B , los 
nuevos sueros, a diferencia de los correspondientes a los cerdos 267/268, ya no 
reconocen, como era esperable, a los componentes antigénicos; sin embargo, al igual 
que estos siguen dando a nivel de los 20 kDa una banda de perfil distinto que el suero 
269. Lo anterior parecía corroborar que el reconocimiento de un componente a ese nivel 
era la causa de la protección. A fin de comprobarlo decidimos hacer una nueva prueba 
intentando forzar su reconocimiento mediante la administración del SGE-2-NI con el 
lipopolisacárido bacteriano, por ser éste un poderoso inductor de citocinas 
proinflamatorias (IL-1β, TNF-α) y activador, en consecuencia, de células dendríticas 
(Bottomly, 1999; Liu et al., 2001), lo que podía facilitar que el componente en cuestión 
fuese presentado a los linfocitos T. De nuevo la respuesta no tuvo ningún valor 
protector (ver Tablas XI, XII y XIII) y, como era esperable, los nuevos sueros dieron a 
nivel de los 20 kDa una banda similar a la de los sueros no protegidos de las pruebas 
precedentes (Figura 12B).  
 
Ante esta situación decidimos ver, por HPLC, los componentes existentes a nivel 
de los 20 kDa. Como se observa en la figuras 14 y 16, al nivel indicado no existe uno, 
sino cuatro componentes de los cuales uno de ellos sólo es reconocido por el suero del 
cerdo 269 pero no por los de los animales no protegidos como son los 267 y 268, entre 
otros. A la vista de lo anterior parecía claro que el componente era el responsable de la 
protección. Para comprobarlo decidimos administrar parte del componente purificado a 
dos cerdos a razón de 12 µg/dosis, cantidad que consideramos suficiente teniendo en 
cuenta que en el SGE-2-NI el componente en cuestión sólo representa el 0,41% de la 
proteína total, lo que significa que a las dosis estándar de 500 µg, la cantidad 
administrada venia a ser de unos 2 µg. Por otra parte, la administración del componente 
sólo, sin otros acompañantes, era de esperar que facilitase su reconocimiento. Como 
indican los resultados de la serología y Western blot (Figuras 17 y 18) ninguno de los 
cerdos fue capaz de reconocerlo, lo que se tradujo, como es lógico, en una ausencia total 
de respuesta frente a la garrapata. A fin de intentar comprender el motivo del porqué de 
la dificultad de su reconocimiento, procedimos a secuenciar el extremo amino (20 
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residuos) del componente. Como se observa en el apartado 3.1.3 de Resultados, el 
extremo muestra su mayor homología (57,143%) con tres proteínas, de las cuales una 
corresponde al virus de la laringotraqueítis infecciosa, un virus de aves (gallinas), que 
pertenece a la familia Herpesviridae, en la que también se incluyen al menos dos 
miembros que parasitan a los cerdos (Roizman, 1996). A la vista de esa homología, una 
posible hipótesis acerca del porqué los cerdos sólo excepcionalmente (cerdo 269) 
reconocen al componente en cuestión es que si el componente muestra también 
homología con alguna proteína de los herpesvirus porcinos, entonces su no 
reconocimiento podría deberse a alguna de las muchas estrategias (por ejemplo, 
inducción de estados de anergia tras infecciones congénitas, etc.) desarrolladas por los 
virus para evadir al sistema inmunitario de sus hospedadores (ver Alcami & 
Koszinowski, 2000). Acerca de esta hipótesis no tenemos ningún dato que la avale, por 
lo que otras varias son posibles. Ninguna de ellas hemos intentado comprobarla porque 
a nosotros lo que nos interesaba era hacer posible el reconocimiento del componente en 
consideración para poder utilizarlo como antígeno vacunal. Y, en este sentido, otra 
prueba que se nos ocurrió hacer fue la de administrar el SGE-2-NI con el suero del 
cerdo 269 para ver si los complejos inmunes facilitaban el reconocimiento del 
componente en cuestión. La idea era poco prometedora, pues como resulta bien 
conocido, los complejos Ag-Ac, tras su captura por las células foliculares dendríticas (a 
través de los receptores FcγRs, o CR1/CR2), en unos casos desempeñan un papel 
decisivo en la selección de linfocitos B de alta afinidad y también en la generación y 
mantenimiento de los LB de memoria (Bruce et al., 2000), mientras que en otros actúan 
como reguladores negativos de la respuesta, por el enmascaraminto de epítopos por 
parte de los anticuerpos o por otras varias causas (Heyman, 2000; Ravetch & Lanier, 
2000). Aunque se sabe que la proporción Ag/Ac resulta decisiva en el papel activador/ 
inhibidor de los complejos (el exceso de Ac resultando inhibidor y el exceso moderado 
activador) (Manca et al., 1991; Heyman, 2000), la determinación de tal proporción no 
era posible en nuestro caso al desconocer el número de epítopos presentes en el 
molécula diana y proporción que suponen, en el suero 269, los anticuerpos que la 
reconocen. Por ello la proporción elegida (300 µg Ag/40 µL suero) fue totalmente 
aleatoria, lo que nos impide saber si la ausencia de respuesta protectora en el único 
cerdo así tratado (Tablas XI, XII y XIII) se debió a su incapacidad -como los cerdos de 
las pruebas precedentes- para reconocer a la molécula diana o a la acción 
inmunosupresora de los inmunocomplejos. De estas dos posibilidades la más probable 
es la primera, en vista de que en el animal tratado con los inmunocomplejos, los niveles 
de IgG totales o de IgG1/IgG2 frente al extracto vacunal fueron similares (Figuras 10 y 
11) a los registrados en animales a los que el extracto se les administró sólo con 
adyuvantes (FAs, LPS, etc.). 
 
Con independencia de la causa, y puesto que a nosotros lo que nos interesaba era 
lograr el reconocimiento del componente de 20 kDa, una última idea de lo que podía 
entorpecer ese fenómeno nos la proporcionaron las moléculas 
inmunomoduladoras/supresoras halladas en O. erraticus por otros miembros de nuestro 
laboratorio. Como indicamos anteriormente, la idea de la retirada de los antígenos del 
extracto vacunal (SGE-2) no fue otra que la muy genérica de que éstos, al focalizar la 
respuesta frente a ellos, podían entorpecer el reconocimiento de los componentes 
farmacológicamente activos de la saliva, cuya neutralización podría traducirse en una 
inhibición de la toma de sangre. Como se señala en la revisión bibliográfica, las 
moléculas inmunomoduladoras halladas en la saliva de nuestra garrapata son un análogo 
de la IL-10, un antagonista de CD40L y los propios antígenos que por su capacidad para 
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ligar a la haptoglobina (por su parecido con la hemoglobina) actúan como inductores de 
citocinas anti-inflamatorias. Puesto que el homólogo de la IL-10 y el antagonista de 
CD40L se encuentran ligados a los antígenos, la retirada de éstos explicaba ahora el 
porqué, aunque sólo fuese en un cerdo (269) la respuesta había podido inhibir la toma 
de sangre. No obstante, y como pronto se comprobó, en el SGE-2 no todas las 
moléculas inmunomoduladoras se encuentran ligadas a los antígenos, sino que algunas 
se encuentran libres, quizá porque al obtenerse el extracto por rotura de las glándulas, en 
él se encuentran componentes que aún no les ha dado tiempo a alcanzar la forma 
"madura" para su secreción. Por el motivo anterior era, pues, muy posible, que en los 
SGE-2-NI utilizados para vacunar a los animales, aunque hubiésemos procedido a la 
retirada de los antígenos, siguiesen conteniendo inmunomoduladores aunque fuese en 
cantidades traza. A fin de comprobar si los inmunomoduladores señalados eran la causa 
del no reconocimiento del componente de 20 kDa, pasamos a retirarlos (caso del 
antagonista de CD40L) o a neutralizarlos mediante la adición al SGE-2 de CD40L o de 
un anticuerpo anti-IL-10 que previamente se había visto que reconocía al análogo de la 
citocina. Aunque la retirada o la adición de tales neutralizadores cambió el tipo de 
respuesta, como indican los más bajos niveles de IgG2 que se registraron en los cerdos 
tratados con respecto a los controles (Figura 27), sin embargo, los primeros siguieron 
sin reconocer al componente en cuestión (Figura 28B) lo que, lógicamente, se tradujo en 
una ausencia total de protección. Indudablemente, de la prueba anterior no podemos 
sacar mayores conclusiones, primero, porque no sabemos si retiramos/neutralizamos a 
todas las moléculas diana y, segundo, porque en los extractos vacunales se 
retiró/neutralizó a una u otra molécula pero no a ambas a la vez de modo que la que 
quedó pudo ser más que suficiente como para evitar la maduración de las células 
dendríticas (caso del análogo de la IL-10) o inducir un estado de anergia en los 
linfocitos T (caso del antagonista de CD40L) al impedir su estimulación adecuada por 
las APC (Kaufman et al., 1999). La prueba únicamente parece indicar que para el logro 
del reconocimiento del componente de 20 kDa resulta precisa la eliminación de los dos 
inmunomoduladores a la vez, lo que tampoco es garantía para su reconocimiento, al 
depender también éste de otros factores ajenos como puede ser el hipotético, ya 
expuesto anteriormente, de que lo cerdos hayan entrado o no en contacto con un 
determinado virus, etc.  
 
A la vista de lo anterior, y ya para agotar todas las posibilidades -al menos las 
más inmediatas- para la obtención de una vacuna con la saliva (o SGE-2), decidimos 
probar el valor de los componentes de 50 y 70 kDa, pensando que si tales componentes 
nunca son reconocidos en condiciones naturales quizá era porque al parásito no le 
interesa su reconocimiento. Indudablemente, parecía claro que el mero reconocimiento 
de esos componentes no era sinónimo de protección, como indicaba el hecho de que 
fuesen revelados por todos los sueros a los que se les administró el extracto vacunal con 
los FAs (ver Figuras 4B y 7B) con independencia de que la respuesta hubiese tenido o 
no valor protector. No obstante y puesto que con la desglicosilación del SGE-2 
(Astigarraga et al., 1995) disminuía mucho la intensidad de su reconocimiento cabía, 
pues, la posibilidad de que una fuerte respuesta frente a sus epítopos peptídicos afectase 
a la garrapata. En las mismas pruebas también decidimos probar el posible valor 
vacunal del los componentes del SGE-2 de PM inferior a los 15 kDa, en vista de que 
éstos, a pesar de ser notorios en SDS-PAGE (Figura 4A) sin embargo en Western blot, 
nunca habían sido revelados por ningún suero, ni siquiera por el que inhibió la 
alimentación (269) (Figura 7B). De los resultados obtenidos tras la administración a 
cerdos de los componentes señalados, sólo una cosa parece estar clara y que no es otra 
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que el nulo valor protector del componente de 70 kDa, en vista de que cualquiera que 
fuese el proceso seguido para su obtención (electroelución o HPLC), el adyuvante con 
el que se administró (FAs, saponina, poliacrilamida) y dosis (10-50 µg), la respuesta en 
ningún caso afectó negativamente a la garrapata, a pesar de que todos los sueros de los 
animales vacunados reconocieron fuertemente (en ELISA o Western blot) al 
componente en consideración (Figuras 20, 21, 22, 25 y 26). Respecto al valor de los 
otros componentes (50, <15 kDa) nada podemos decir, pues, sorprendentemente, no 
fueron reconocidos (en ELISA o Western blot) por los sueros de los animales tratados 
(Figuras 20, 21 y 22). En el caso del componente de 50 kDa (administrado 
conjuntamente con el de 70 kDa, a igual dosis uno y otro) el asunto resulta llamativo 
pues cuando se administra -en estado nativo- con el SGE-2 y FAs (Figura 4B) sí resulta 
reconocido. Puesto que ahora se administró electroeluido, pudiera ser que su no 
reconocimiento se debiese a su desnaturalización, asunto que aún tenemos pendiente de 
comprobar. Respecto al porqué no fueron reconocidos los <15 kDa, habiéndolos 
administrado a una dosis relativamente alta (60 µg) y con los FAs, el asunto es más 
intrigante, pues los resultados de la prueba que estamos comentando parecen confirmar 
su no inmunogenicidad, por lo que sería interesante comprobar si muestran o no alguna 
relación con el de 20 kDa. Pero, con independencia de ese interés, y puesto que a 
nosotros lo que nos importaba era la obtención de una vacuna que afectase 
negativamente a la garrapata en el 100% de los animales vacunados, en consecuencia 
dejamos de trabajar con la saliva como antígeno vacunal para pasar a investigar el 
posible valor de otro tipo de antígenos. 
 
 Acerca de estos nuevos antígenos, los primeros que consideramos oportuno 
analizar fueron los de tubo digestivo (TD) desechados por Astigarraga et al. (1995), al 
pensar que entre el material desechado (ver introducción) podían encontrarse las 
proteínas de membrana del órgano en consideración. Como se indica en Materiales y 
Métodos, tras provocar la lisis osmótica de un lote de TDs, extraídos aleatoriamente a 
las 6 horas postalimentación (6 hpa), los restos insolubles se administraron a cerdos con 
los FAs. Puesto que la vacuna anti-Boophilus microplus (la basada en la Bm86) se 
limita, esencialmente, a provocar una caída en la fecundidad de las hembras (Wikel, 
1996a), la muerte de los ejemplares puestos sobre los cerdos vacunados -sobre todo 
inmaduros pero también la de algunos adultos (machos)- no pudo menos de ser 
sorprendente, sobre todo por su inmediatez (24-48 hpa) y por el aspecto tan 
característico que presentaban los ejemplares al morir, al hacerlo con todas sus patas 
estiradas (Lamina 1). De la prueba que estamos comentando, aparte de indicar que era 
posible la vacuna anti-O. erraticus, algunos aspectos que parecían claros eran los 
siguientes: (i), que al presentar todos los cerdos vacunados unos niveles similares de 
anticuerpos (IgG totales e IgG1/IgG2) entonces las diferencias en mortalidad 
observadas en los ejemplares puestos sobre unos y otros (ver desviaciones estándar en la 
Tabla XXVIII, pag.95), previsiblemente dependían del tipo de respuesta inducida en 
cada uno de ellos o, lo que es lo mismo, de los niveles más o menos altos de alguna de 
las subclases de IgG no determinadas; (ii) que con independencia de cuál fuese la causa 
por la que, dentro de los ejemplares puestos sobre un mismo cerdo, unos morían y otros 
no, la respuesta afectaba de una forma bastante más uniforme a la fertilidad de las 
hembras (con caídas en el nº de huevos puestos alrededor del 58%) como indican las 
menores desviaciones estándar registradas en el parámetro en consideración (ver tabla 
XXVII); (iii), que los menores porcentajes de mortalidad/fecundidad registrados en 
función del nº de infestaciones (más altos en la primera que en las demás), en parte 
podían ser debidos a la disminución de los niveles de anticuerpos en función del tiempo 
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postvacunación, pero también a la menor ingesta de sangre realizada por los ejemplares 
después de la primera infestación. Este fenómeno de la menor ingesta resulta difícil de 
explicar pues no cabe atribuirlo a que la respuesta frente al extracto vacunal afectase a 
la alimentación, como indica el hecho, (a), de la inexistencia de antígenos comunes 
entre la saliva y el extracto como se observa en el Western blot de la figura 31B, lo que 
corrobora también el que a los 63 días postvacunación (tercera infestación) las picaduras 
del parásito no actuasen como dosis vacunal de recuerdo (cuarta infestación); (b), que el 
fenómeno también se observase (Tabla XXVI) en los ejemplares puestos sobre los 
cerdos controles, cuando sobre éstos, y según observaron Oleaga-Pérez et al. (1990b) 
las infestaciones experimentales repetidas (hasta 12), lo mismo que ocurre en el medio 
natural, no afectan para nada a la alimentación de la garrapata. Cualquiera que fuese la 
causa (como más probable, el uso de ejemplares inmediatamente después de realizar la 
puesta o muda), el hecho cierto es que a pesar de la reducida ingesta, la vacuna afectó a 
la garrapata al menos hasta los 2 meses postvacunación, tiempo al que, como es lógico, 
se puede recuperar su acción protectora tras una dosis de recuerdo, como indican los 
resultados de la 5ª infestación. 
 
 A la vista de los resultados anteriores consideramos conveniente el averiguar si 
el extracto era también efectivo en conejos, animales sobre los que nos podía resultar 
más fácil el análisis de diversos parámetros relacionados con la respuesta. Como se 
observa en las tablas XXIX, XXX y XXXI, la respuesta indujo una alta mortalidad en el 
caso de los inmaduros y una caída importante en la fecundidad de las hembras. Al igual 
que en el caso de los cerdos, se registraron diferencias importantes en función de los 
animales (ver desviaciones estándar) y también se reprodujo de nuevo el fenómeno de la 
menor ingesta en función del nº de infestaciones -al seguir sin tener en cuenta el estado 
fisiológico de los ejemplares- por lo que la ineficacia de la respuesta en la tercera 
infestación (a los 35 días de la tercera dosis vacunal) sólo cabe atribuirla a la escasa 
cantidad de sangre ingerida por los ejemplares y no a otros factores como los niveles de 
anticuerpos, que seguían siendo similares a los registrados en infestaciones previas 
(figura 32). Pero, con independencia de esta anomalía, los resultados de la prueba 
indicaban claramente que los conejos eran unos animales válidos para nuestras pruebas 
por lo que pasamos inmediatamente a comprobar en ellos la influencia del tipo de 
respuesta (Th1/Th2) en la acción protectora y, también, si en ésta influía el que los 
tubos digestivos se tomasen de ejemplares en ayunas o alimentados, pues en el caso de 
resultar indiferente, la preparación de los primeros era mucho más simple. Para la 
determinación del primero de los parámetros, los extractos se administraron con los FAs 
o con hidróxido de aluminio, como potenciadores, respectivamente, de respuestas Th1 o 
Th2 (Smith, 1992). Como se observa en las tablas XXXII y XXXIII, los FAs y los TD 
de ejemplares alimentados indujeron una respuesta protectora bastante más potente que 
el alum o los TD de ejemplares en ayunas (salvo en el caso de las larvas) lo que 
indicaba, (i), la importancia del tipo de respuesta en la acción protectora; (ii), que en los 
ejemplares alimentados las moléculas responsables de la protección eran, 
previsiblemente, más abundantes que en los ejemplares en ayunas lo que, no obstante, 
no estaba claro del todo a la vista de las diferentes resultados obtenidos con las larvas o 
N2, en las dos infestaciones realizadas (ver Tabla XXXIII). 
 
 Puesto que la acción antigarrapata del tipo de respuesta (Th1/Th2) parecía lógico 
atribuirla a las clases/subclases de anticuerpos derivadas de una u otra vía -de acuerdo 
con su capacidad activadora del complemento- y puesto que la destrucción del tubo 
digestivo que se observa en los ejemplares muertos por la vacuna (Lámina 2), en 
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principio, sólo era explicable a través de una activación de ese sistema, en definitiva 
consideramos oportuno pasar a confirmarlo viendo en ratones las consecuencias 
derivadas de su descomplementación. Como se observa en la tabla XXXV, la 
descomplementación anuló por completo la protección, por lo que parecía claro que la 
importancia del tipo de respuesta en la acción protectora era la antes señalada. 
Curiosamente, en esta prueba en ratones -quizá por la mayor uniformidad genética de 
los animales- no pudimos ver si los mayores o menores porcentajes de mortalidad 
registrados en otras pruebas sobre los diferentes animales dependían de los niveles de 
alguna subclase concreta de IgG, en el caso presente, por ejemplo, de los de IgG2a. Y 
no pudimos hacer la determinación anterior porque ahora los porcentajes de mortalidad 
registrados sobre los diferentes animales fueron prácticamente idénticos (Tabla 
XXXIV), lo que concuerda con la similitud de los niveles de IgG2a presentes en ellos 
(Figura 36). En cualquier caso, y comprobado ya el valor del tipo de respuesta en la 
protección, nuestro paso siguiente fue el de intentar caracterizar al componente 
responsable de la misma, a fin de utilizarlo como único antígeno vacunal, lo que podía 
potenciar la acción protectora en vista de que si la muerte de los ejemplares depende del 
complemento, entonces si éste es gastado por anticuerpos frente a antígenos 
irrelevantes, eso podía disminuir la eficacia de la vacuna. 
 
 Y, a la hora de caracterizar a ese componente, los Western blot realizados con 
los sueros de las diferentes pruebas no nos proporcionaron ninguna información pues 
todos daban un mismo patrón de bandas con independencia de que la respuesta hubiese 
afectado o no a la garrapata (Figuras 31, 33, 35 y 37). Lo anterior no tenía nada de 
extraño en vista de que si la protección, de acuerdo con las pruebas antes comentadas, 
depende del tipo de respuesta, entonces todos los sueros podían reconocer unos mismos 
antígenos aunque por anticuerpos de clases/subclases distintas que era lo que no 
podíamos determinar al menos en cerdos y conejos, animales -a diferencia de los 
ratones- en los que la respuesta fue más diferente en sus consecuencias. Por el motivo 
anterior, para la caracterización del componente responsable de la protección no nos 
quedó más alternativa que la de comenzar con el fraccionamiento de extracto. Con esta 
finalidad el primero que hicimos fue el de dividir a sus componentes en dos fracciones 
según su solubilidad en TX-100. En la misma prueba también probamos una fracción de 
componentes solubles en agua que, en principio, deberían haberse eliminado durante las 
operaciones de limpieza de los TD; pero, puesto que como vimos posteriormente, no se 
eliminaban por completo y los habíamos administrado en todas la pruebas realizadas, en 
consecuencia decidimos probarlos para asegurarnos que no desechábamos en ninguna 
fracción al componente de interés. Como era esperable, por haber sido los componentes 
solubles de TD los estudiados por Astigarraga et al. (1995), la respuesta inducida por 
esta fracción, no sirvió absolutamente para nada. También, y como era esperable, 
tampoco sirvió para nada la respuesta inducida por la fracción de componentes 
insolubles en TX-100, previsiblemente por estar especialmente enriquecida en proteínas 
de la membrana basal (sobre la que se disponen los enterocitos por su cara 
hemolinfática) (Balashov, 1972), no estando, por tanto, directamente expuestas a los 
anticuerpos ingeridos con la sangre. Al contrario que las fracciones anteriores, la 
constituida por los componentes solubilizables por el detergente indicado, y que era la 
que previsiblemente estaba enriquecida en las proteínas de membrana que los 
enterocitos exponen por su cara luminal, indujo una respuesta similar a la del extracto 
completo. En la prueba en consideración se registraron algunas anomalías (ausencia de 
mortalidad en las larvas en la segunda infestación; ineficacia de la dosis de recuerdo, 
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etc.) por causas que entonces desconocíamos pero que después pudimos averiguar (ver 
más adelante). 
 
 El hecho cierto de la prueba precedente era que nos había indicado claramente la 
fracción en la que se encontraba el componente responsable de la acción protectora lo 
que, no obstante, nos decía poco acerca de cuál podía ser el componente en cuestión, 
por el gran número de los existentes en ella. Por este motivo, y a fin de caracterizarlo, 
nuestro paso siguiente fue el de fraccionar a los componentes solubilizables de acuerdo 
con su carga. Como se observa en las tablas XXXVIII y XXXIX, la respuesta inducida 
por las nuevas fracciones no tuvo ningún valor protector como, sorprendentemente, 
tampoco lo tuvieron -o éste fue muy escaso- las dos fracciones utilizadas como 
controles positivos: la del TD completo y la de sus componentes solubilizables con TX-
100, lo que indicaba que el componente de interés ya estaba ausente en el material de 
partida. Y, como posible causa de esta ausencia, la primera en la que pensamos fue en 
los ejemplares de los que habíamos obtenido los TD. En condiciones normales, éstos se 
obtienen de machos y hembras en igual proporción (50%), pero ahora, por agotamiento 
de los cultivos (por el gran nº de ejemplares gastados en las pruebas previas) se habían 
obtenido a partir de lo que quedaba disponible, esencialmente machos y, por el motivo 
que fuese, podía suceder que en éstos estuviera peor representada la molécula de interés. 
Pero, como se observa en el gel de la figura 42A, ésta no era la causa, al tener los TD de 
ambos sexos la misma composición. Ante esta situación, otra posible causa sobre la 
ineficacia de la respuesta en la prueba en consideración era el estado fisiológico de los 
ejemplares. En condiciones naturales, cada ejemplar de O. erraticus sólo realiza una 
toma de sangre al año (salvo las larvas y N1 que se alimentan el mismo año) (Oleaga-
Pérez et al., 1990a) y nosotros, en las últimas pruebas, y por el motivo antes expuesto, 
estábamos utilizando ejemplares más o menos recién alimentados, nada más realizar la 
muda (inmaduros) o puesta (adultos). En consecuencia, y para comprobar si el estado 
fisiológico de los ejemplares influía en los resultados, pasamos a repetir la prueba, 
poniendo ahora sobre los animales vacunados N2 de laboratorio que llevaban 2 meses 
en ayunas y otras, cogidas en el medio natural, que por la época de captura podían llevar 
en ayunas unos 6 meses. Como se observa en la tabla XXXIX, sobre los conejos 
controles positivos (en este caso los vacunados con la fracción de componentes 
solubilizables con TX-100), la respuesta afectó a las N2 ayunadas 2 meses sólo en la 
primera infestación, mientras que en las ayunadas 6 meses la mortalidad -y sin haber 
dado ninguna dosis de recuerdo- fue significativa en las infestaciones tercera y cuarta. 
Este resultado nos indicó el porqué de las anomalías vistas en varias pruebas previas y, 
también, el porqué en la presente los resultados obtenidos con las fracciones según la 
carga sólo se limitaban a apuntar (previsiblemente por la reducida cantidad en la que 
habíamos administrado al componente protector, ver más adelante), que éste se 
encontraba entre los de carga neutra. 
 
 Como resulta bien conocido, en argásidos -lo mismo que en garrapatas duras- la 
digestión de la sangre es intracelular. Los eritrocitos ingeridos comienzan a lisarse a las 
24-72 horas postalimentación y a ese tiempo comienza la endocitosis y digestión de la 
hemoglobina (Hb). El proceso es muy activo durante los 15-20 días siguientes a la toma 
(más o menos hasta el tiempo de la puesta -adultos-, o muda -inmaduros-). Después 
entra en una fase muy lenta a fin de que los ejemplares puedan disponer de un material 
de reserva que les permita sobrevivir hasta otro eventual encuentro con un hospedador: 
hasta 5-6 años, al menos en el caso de los adultos y ninfas grandes (N3-5) de nuestra 
especie (Oleaga-Pérez et al., 1990a). Aunque en Ornithodoros el proceso de digestión 
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sólo está descrito a nivel histológico (Balashov, 1972; Grandjean, 1983), sin embargo 
cabe suponer que al igual que en B. microplus la endocitosis de la Hb está mediada por 
receptores, entre los que se encuentra la proteína Bm86 que es el antígeno vacunal 
frente a la especie señalada (ver revisión). De ser esto así en O. erraticus, entonces en 
ejemplares recientemente alimentados, los receptores presentes en los enterocitos 
pueden ser nulos o muy escasos, al haberse retirado de la superficie en vesículas 
endocitóticas, no reapareciendo de nuevo hasta que los enterocitos viejos sean 
sustituidos por unos nuevos o sean transportados a la membrana por vesículas 
exocitóticas o por otros procedimientos. Por ello, si en nuestro extracto vacunal el 
componente responsable de la protección es un receptor similar al Bm86 de B. 
microplus, parece claro que los ejemplares recientemente alimentados no son 
adecuados, (i), como fuente de antígeno vacunal, al no estar éste presente en la 
superficie de los enterocitos; (ii), para probar la acción de la vacuna, pues los 
anticuerpos cuando son ingeridos no encuentran a su diana y, cuando ésta pueda 
aparecer, quizá ya han sido degradados o han quedado cementados -junto con las 
proteínas del complemento- en la especie de gel en la que queda convertido el material 
de reserva (Balashov, 1972). Siendo conscientes de este fenómeno, pero, puesto que no 
podíamos esperar un año para que nuestros ejemplares estuviesen fisiológicamente 
aptos -como en el medio natural- para realizar una toma de sangre, pasamos a intentar 
de nuevo la caracterización del componente de interés pero ahora mediante un 
procedimiento que excluyese el riesgo de posibles pérdidas ya que el componente en 
cuestión podía ser muy escaso en el material de partida. Así, la caracterización intentada 
ahora fue por su PM, dividiendo los geles (tras SDS-PAGE de los componentes 
solubilizables con TX-100) en tres fracciones (>200 kDa, 200-19 kDa, < 19 kDa), que 
fueron administradas directamente a los cerdos para asegurar que en ellas estaban todos 
los componentes presentes en el material de partida. Como se observa en la tabla XL, 
sobre los cerdos controles positivos (los tratados con el TD completo o con la fracción 
solubilizable con TX-100) la respuesta fue claramente protectora, lo que indica que el 
componente de interés estaba en el material de partida. Puesto que la respuesta inducida 
por las fracciones no sirvió absolutamente para nada, la ausencia de protección sólo 
cabe atribuirla a la desnaturalización de los antígenos. 
 
Ante esta situación, la única salida que nos pareció viable para la caracterización 
del componente de interés fue la de ver qué moléculas de TD tienen un incremento en 
su expresión en las primeras horas/días de la toma de sangre. Puesto que en los casos en 
los que la vacuna es eficaz la mayoría de los ejemplares -inmaduros- mueren entre las 
48-72 horas postalimentación (hpa), lo anterior podía significar que a ese tiempo es 
cuando tiene una máxima expresión la molécula diana. Si esto era así, los TD tomados a 
las 72 hpa podrían ser más ricos en ella que los tomados, como habíamos hecho de 
forma aleatoria, a las 6 hpa, en los que sin duda la molécula está presente, como 
indicaban las pruebas realizadas hasta el momento, pero quizá todavía en muy escasa 
cantidad, como parecía indicar el hecho de que los ejemplares alimentados sobre cerdos 
vacunados, nunca muriesen a ese tiempo (quizá por no encontrarse todavía la molécula 
diana en un número suficiente como para que los anticuerpos puedan activar al 
complemento). También, y puesto que las formas evolutivas que más acusan la acción 
de la respuesta (muerte) son las ninfas (N1 y 2), lo anterior podría deberse a que su TD 
es más rico en la molécula en cuestión. Para comprobarlo, y antes de pasar a buscar por 
otros procedimiento a las moléculas inducibles por la alimentación, decidimos ver si 
existían diferencias en el valor protector de los TD según los factores antes señalados. 
En la misma prueba decidimos ver también si el hecho de que los animales hubiesen 
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sido picados por el parásito influía en la acción de la vacuna. La hipótesis acerca de esta 
posible influencia era que puesto que la saliva de nuestra garrapata inhibe 
poderosamente la activación del complemento (Astigarraga et al., 1997), en 
consecuencia, si la(s) molécula(s) inhibidoras no son gastadas en el hospedador (al no 
tener anticuerpos frente a los antígenos salivales), entonces éstas podrían ser ingeridas 
junto con la sangre, ejerciendo su acción en el TD, disminuyendo así la acción de la 
vacuna. Para comprobarlo, a uno de los animales con TD 6h lo sensibilizamos mediante 
varias infestaciones con la garrapata. Como se observa en la tabla XLI, y respecto a la 
acción protectora de los TD tomados a las 6-72 hpa, aunque en la primera infestación la 
mortalidad inducida por ambos fue muy similar, sin embargo en la segunda y tercera la 
del TD72h fue claramente superior. Una posible explicación de esta diferencia puede 
ser que en el TD6h la molécula de interés está todavía en unas cantidades tan pequeñas 
que sólo genera respuestas T-independientes mediadas por IgM, sin duda con una gran 
capacidad activadora del complemento pero con una vida media muy corta (y por eso 
las diferencias entre la primera y las otras dos infestaciones). En el TD72h, en cambio, 
si la molécula es más abundante, se generan ya respuestas T-dependientes, mediadas por 
IgG de vida media más larga. Por no disponer de los reactivos adecuados en el 
momento, no pudimos comprobar la hipótesis anterior. En cualquier caso, los resultados 
indicaban que el TD72h era un mejor antígeno vacunal que el TD6h y, también, que el 
TD de ninfas, o el hecho de que los animales estuviesen sensibilizados frente a las 
picaduras de la garrapata, eran factores que no mejoraban la respuesta protectora. 
 
 En definitiva, la prueba anterior parecía indicar claramente que la molécula 
diana era inducible, o al menos que tenía una mayor expresión a las 72 que a las 6 hpa, 
por lo que podíamos pasar ya  a ver que moléculas incrementan su expresión en TD tras 
la toma de sangre. Pero antes de pasar a hacer esa determinación, y puesto que en todos 
los Western blot realizados no se registraban diferencias entre el patrón de bandas que 
daban los sueros de animales protegidos y no protegidos, en consecuencia podía ocurrir 
que la molécula buscada no fuese de naturaleza peptídica sino, por ejemplo, un 
glicolípido que formase parte del glicocalyx, bien desarrollado, que presentan los 
enterocitos de Ornithodoros por su cara luminal (Balashov, 1972). Para comprobarlo 
pasamos a ver por cromatografía de capa fina si en el TD de nuestra garrapata se 
expresan ese tipo de moléculas. Los resultados evidencian claramente su ausencia 
(Figura 49), por lo que la molécula diana tenía que ser peptídica, de modo que ya 
podíamos pasar a buscarla entre las inducibles, mediante técnicas estándar. Como se 
indica en resultados, en los SDS-PAGE realizados con TD extraídos a diferentes 
tiempos, se observa claramente (Figura 50) que un componente de 45 kDa tiene un 
máximo de expresión a las 48 hpa. Aunque en los TD tomados en la fase final de la 
digestión rápida (15-23 días) se observan muchos nuevos componentes, parece claro 
que a éstos no cabe atribuir la acción protectora, en vista de que los ejemplares, o 
mueren antes, o ya no mueren, después de las 72 hpa. Parecía claro, pues, que el 
componente -o componentes- a nivel de los 45 kDa era el responsable de la protección. 
 
 Puesto que en los Western blot realizados para ver los componentes reconocidos 
por los sueros de animales protegidos/no protegidos no se había tenido en cuenta si los 
TD utilizados eran de ejemplares recientemente alimentados -por lo que podían no 
expresar a la molécula diana- o, en todo caso, se habían tomado a las 6 hpa -cuando su 
expresión es todavía muy escasa-, en consecuencia podía suceder que la identidad de 
patrones observada hasta el momento se debiese a la ausencia o escasa presencia del 
componente en consideración (45 kDa). Sabiendo ahora que su expresión era segura en 
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ejemplares que llevaban tiempo en ayunas y que su máxima expresión tenía lugar a las 
48 hpa, lógicamente, consideramos oportuno comprobar su patrón de reconocimiento 
por los diferentes sueros. Como se observa en la figura 51, sólo reconocen al 
componente en cuestión los sueros de animales protegidos, lo que confirma su papel en 
la protección. No obstante y como confirmación inequívoca de ese papel consideramos 
que lo procedente era administrarlo a cerdos (a uno por las dificultades para su 
obtención). Tras cortar la banda de 45 kDa de varios geles, el componente se administró 
-sin sacarlo del gel- a una dosis muy baja (estimada en unos 5 µg) al no disponer de 
ejemplares para dar otra mayor. En la prueba en consideración se registraron algunos 
accidentes durante el proceso de preparación de los TD -dada la naturaleza artesanal de 
esa preparación- que no pudieron subsanarse por el agotamiento, ya comentado, de los 
cultivos. Lógicamente a tales accidentes cabe atribuir las irregularidades que se 
observan en los resultados (Tabla XLII), como es la de que sobre el cerdo control 
positivo (tratado con el TD completo) la respuesta sólo afectase negativamente a la 
garrapata (después de administrarle una dosis de TD preparados sin accidentes) en una 
de las varias infestaciones realizadas. No obstante, y a pesar de esas irregularidades, los 
resultados obtenidos con el componente de 45 kDa creemos que confirman claramente 
su papel en la protección. Indudablemente, los porcentajes de mortalidad que causó no 
cabe calificarlos de llamativos lo que, en principio, no tiene nada de extraño, 
considerando, (i), la baja dosis a la que se administró, causa previsible de los bajos 
niveles de anticuerpos inducidos (Figura 53); (ii), el hecho de que se administrase 
desnaturalizado, por lo que pudieron no inducirse anticuerpos frente a epítopos 
conformacionales, que pueden ser importantes en la protección (contribuyendo, por 
ejemplo, al disparo del complemento) como refleja la pérdida de eficacia de la Bm86 
cuando se queda sin parte de sus epítopos (los sacarídicos) por el procedimiento de 
obtención (expresión en E. coli)  (Wikel, 1996a). 
 
 En definitiva y de acuerdo con las pruebas precedentes, cabe pensar que el 
componente de 45 kDa es una proteína de membrana que se expresa en TD en relación 
con la endocitosis de la Hb o fagocitosis (que también ocurre según Grandjean, 1983) 
de eritrocitos o plaquetas, y que el tiempo al que comienza a expresarse (condicionado 
por el tiempo que lleven en ayunas los ejemplares) es clave para la acción de la vacuna. 
Así lo indica no sólo el hecho de los menores porcentajes de mortalidad que se obtienen 
con ejemplares recientemente alimentados, sino también el de que en ejemplares 
muertos, la única región del TD que no se observa destruida es la terminal de los ciegos 
posterolaterales (Lámina 2) lo que se debe, previsiblemente, a que al ser estos ciegos los 
que actúan como principales órganos de almacenamiento de la sangre -como reserva 
para el periodo de ayuno-, en ellos, lógicamente, los procesos de endocitosis/digestión -
y, por tanto, la expresión del receptor- comienzan mucho más tarde (Balashov, 1972; 
Grandjean, 1983).  
 
 Aunque la eficacia de nuestra vacuna, comparándola con la anti-B. microplus, ya 
en principio cabe calificarla de alta (pues no sólo disminuye la fertilidad de las hembras 
sino que en algunos casos mata hasta el 80% de las formas juveniles), sin embargo es 
muy posible que en condiciones naturales su eficacia sea mucho mayor si consideramos, 
(i), que en esas condiciones los ejemplares que se movilizan para picar a los cerdos son 
los fisiológicamente aptos para realizar una nueva toma de sangre, lo que determina que 
ya expresen o expresen muy rápidamente a la molécula responsable de la protección, 
pudiendo morir de esta forma hasta los adultos (como observamos en nuestra primera 
prueba, cuando aún disponíamos de cultivos viejos) si el número de enterocitos 
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destruidos es grande (lo que no puede ocurrir en los recientemente alimentados al tener 
todavía muchos cargados con Hb en diversos grados de digestión); (ii), que en el medio 
natural no se registran anomalías derivadas de las condiciones de cultivo como es, por 
ejemplo, la de que nuestras hembras no pudiesen fecundarse inmediatamente tras la 
toma de sangre -como ocurre en el medio natural-, por la necesidad de pesarlas a las 24 
hpa, apartarlas en viales independientes, etc. Puesto que en las hembras la 
endocitosis/digestión de la sangre no comienza hasta después de la fecundación (o si 
ésta no tiene lugar, esos procesos son tremendamente lentos al no iniciarse la 
vitelogénesis, Gradjean, 1983), en consecuencia el retraso en la fecundación puede 
haber sido causa de una menor acción (caída en la fertilidad) de la vacuna sobre esta 
fase evolutiva, si tenemos en cuenta que los anticuerpos, en el caso de no encontrar 
inmediatamente a su diana, después ya no pueden ejercer su acción por ser degradados -
quizá por enzimas liberadas por enterocitos secretores, que según Grandjean (1983) 
transforman a la sangre en "gel"-, o por otras causas. Por último, en el medio natural, 
también es muy posible que las ejemplares supervivientes -si es que los hay- sufran 
alteraciones en su ciclo/estacionalidad que les afecten negativamente, pues si la 
respuesta les destruye los pocos enterocitos que expresan el receptor para una digestión 
rápida, aunque esa destrucción no los mate -si son pocas las células destruidas-, sin 
embargo esa destrucción puede retrasar (parámetro no determinado en nuestras pruebas) 
su muda o puesta, alterándose así la adaptación que muestran en  sus periodos de 
actividad a la estacionalidad climática. 
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PRIMERA.- Frente a O. erraticus los extractos completos de glándulas 
salivales (SGE-2) carecen de interés vacunal pues aunque en algunos casos la respuesta 
que originan afecta a la cantidad de sangre ingerida por la garrapata, en otros, sin 
embargo, esa respuesta no sirve para nada. Puesto que en el SGE-2 completo junto con 
las moléculas antihemostáticas se administran otras inmunomoduladoras/supresoras, en 
consecuencia, parece lógico que la variabilidad no dependa de la dosis (pues cualquiera 
que sea ésta, ambos tipos de moléculas se administran en igual proporción) sino de otros 
factores (entre los  que no está claro que figure el tipo de respuesta) que en conjunto 
pueden determinar el que el sistema inmune contrarreste o no al segundo tipo de 
moléculas  
 
SEGUNDA.- Al contrario que los SGE-2 completos, los SGE-2 desantigenados 
(SGE-2-NI) (previsiblemente, por su empobrecimiento en moléculas 
inmunomoduladoras/supresoras), pueden inducir el reconocimiento de un componente 
de 20 kDa que parece clave para la toma de sangre, como indica el hecho de que su 
neutralización se traduzca en una inhibición casi total de la alimentación de la garrapata. 
 
TERCERA.- Con independencia de cuál sea la función del componente de 20 
kDa, parece claro que podría ser un magnífico antígeno vacunal si no fuese por el hecho 
de que la mayoría de los animales son incapaces de reconocerlo. Y, acerca de las causas 
del porqué de ese no reconocimiento, lo único que cabe decir es que éste no depende de 
la dosis, adyuvante o modo de presentación (soluble o particulado o en complejos 
inmunes) por lo que el fenómeno sólo cabe atribuirlo a la base genética de los animales 
o a factores extrínsecos de difícil determinación. 
 
CUARTA.- La mera inducción del reconocimiento de componentes salivales no 
inmunogénicos en condiciones naturales (como los de 70 y 50 kDa) no es sinónimo de 
protección. En cambio, sí podría serlo, el reconocimiento de los componentes 
aparentemente más protegidos por el parásito, como son aquellos acerca de los cuales 
nunca (inferiores a 15 kDa) o sólo muy excepcionalmente (20 kDa) hemos logrado ese 
reconocimiento. 
 
QUINTA.- Al contrario que con los componentes salivales, con antígenos 
ocultos de tubo digestivo resulta posible la inducción de respuestas, en el 100% de los 
animales (al menos en cerdos, conejos y ratones), que afectan negativamente a la 
garrapata no sólo disminuyendo su fecundidad, como hacen las vacunas frente a 
garrapatas duras, sino también provocando una alta mortalidad entre las formas 
inmaduras, lo que no hacen las vacunas señaladas. 
  
SEXTA.- Las acciones antigarrapata de nuestros antígenos ocultos están 
mediadas por el complemento, por lo que las respuestas Th1 tienen un mayor valor 
protector que las Th2 en relación con la mayor capacidad activadora del sistema de los 
anticuerpos derivados del primer tipo de respuesta. En consecuencia, al hecho de que 
los animales respondan mas o menos intensamente con uno u otro tipo de respuesta, 
cabe atribuir las variaciones individuales en las acciones antigarrapata observadas en 
conejos y cerdos, pero no en ratones, en relación con la uniformidad de su respuesta. 
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SEPTIMA.- El componente responsable de la protección, por su solubilidad en 
TX-100 y porque tiene que estar presente en un lugar accesible a los anticuerpos que los 
ejemplares ingieren cuando toman sangre, y descartada su naturaleza glicolipídica, 
necesariamente tiene que ser una proteína de membrana de los enterocitos, 
previsiblemente implicada en la endocitosis de la hemoglobina, por lo que los 
ejemplares sólo la expresan, o la expresan rápidamente, cuando están fisiológicamente 
aptos para realizar una nueva alimentación. Por el motivo anterior, los ejemplares 
recientemente alimentados no sirven como fuente de antígeno -al haber retirado a la 
molécula en vesículas endocitóticas-, ni tampoco para probar la acción de la vacuna 
pues al estar la molécula ausente, los anticuerpos no pueden ejercer su acción. 
 
OCTAVA.- El hecho de que la vacuna afecte (mate) más a las ninfas pequeñas 
que a las grandes o adultos, es un fenómeno que, previsiblemente, está en relación con 
el tiempo que son capaces de resistir al ayuno las diferentes fases evolutivas, tanto 
menor cuanto más pequeñas son. De acuerdo con la edad de nuestros cultivos, cabe 
pensar que sólo a las formas más pequeñas las alimentamos después de un periodo de 
ayuno mas o menos similar al que mantienen en el medio natural. Por ello, la eficacia 
real de nuestra vacuna sobre las formas más grandes, las capaces de resistir el ayuno 
durante 5-6 años, sólo podrá ser evaluada tras probarla con aquellos ejemplares que en 
el medio natural salen espontáneamente de sus refugios para picar a los cerdos. 
 
NOVENA.- Puesto que la mayoría de los ejemplares alimentados sobre 
animales vacunados mueren entre las 24-72 horas postalimentación, coincidiendo con 
un incremento en la expresión en el tubo digestivo de una proteína de 45 kDa, que por 
otra parte, sólo es reconocida por los sueros de animales que afectaron negativamente a 
la garrapata, en consecuencia, a tal proteína cabe atribuir la acción protectora de la 
respuesta como corroboran los resultados obtenidos cuando se utilizó como único 
antígeno vacunal. 
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